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Mode of Action and Structure­Activity Studies of N­Alkylthio b­Lactams and 
N­Alkylthio­2­oxazolidinones, and Synthesis of Second­Generation Disulfide Inhibitors of b­Ketoacyl­ 
Acyl Carrier Protein Synthase III (FabH) as Potent Antibacterial Agents 
Kevin David Revell 
ABSTRACT 
Work in the Turos group over the past five years has focused on the development of N­alkylthio b­lactams, 
which show antibacterial activity against Staphylococcus (including MRSA), Bacillus, and others.  These 
compounds do not function in the manner of the traditional b­lactam antibiotics, but were thought to 
undergo an  intracellular thiol­transfer to coenzyme A.  In expanding the SAR of these novel compounds, it 
was found that N­alkylthio­2­oxazolidinones also exhibit antibacterial activity.  Although CoA acts as the 
thiol­redox buffer in the genera most susceptible to the N­alkylthio­b­lactams, studies on Coenzyme A 
disulfide reductase (CoADR)  show that the redox buffer is not affected by these compounds.  However, 
the recent finding that fatty acid synthesis is affected by the N­alkylthio b­lactams led to the discovery that 
these compounds act as prodrugs, and that the asymmetric CoA disulfides produced by in vivo thiol transfer 
are potent inhibitors of b­ketoacyl­acyl carrier protein synthase III (FabH) through a novel thiol­disulfide 
exchange with the active site cysteine.  Lactams 2a and 2g were also found to be potent inhibitors of this 
enzyme.  In an effort to produce a CoA mixed­disulfide mimic which could cross the cell membrane, a 
series of simple aryl­alkyl disulfides were synthesized and tested against E. coli, S. aureus, and B. subtilis. 
Several of these compounds were found to be very potent antibacterials both in vitro and in vivo, with 
MICs less than 0.125 mg/mL.  Comparison of the activities of these disulfides with those of acyl­CoA 
analogs and CoA mixed disulfides support the assertion that FabH is indeed the cellular target of these 
potent new compounds.
1 
CHAPTER 1 
DEVELOPMENT OF N­ALKYLTHIO b­LACTAM ANTIBIOTICS 
1.1  Introduction 
The emergence of multidrug­resistant bacteria is an increasing concern for the global 
health community. 1 Infections caused by methicillin­resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) are becoming increasingly difficult to treat with conventional antibiotics, 
leading to a sharp rise in clinical complications. 2  In light of this threat, it is critical that 
steps be undertaken to develop new antibacterial compounds, and particularly, 
compounds which function through novel biological mechanisms. 
Over the last five years, the Turos group has shown that N­alkylthiolated b­lactams 
function as potent bacteriostatic compounds against several genera of bacteria, including 
Staphylococcus and Bacillus.  Despite their structural similarities, it has been shown that 
these compounds do not inhibit cell wall synthesis in the manner of the penicillins and 
other b­lactam compounds.  Unfortunately, the mode of action of these antibacterial 
agents has not been well understood.  In order to increase the efficacy of these 
compounds and to pursue their development as therapeutics, it is essential to find the key 
biological mechanism(s) through which they function.  This is the primary goal of the 
research described in this dissertation. 
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This dissertation is divided into five chapters.  This first chapter reviews the 
development, structure­activity relationships (SAR) and key mechanistic insights of N­ 
thiolated b­lactams which have been elucidated by others in the Turos group.  Chapter 
two describes the synthesis and biological properties of selected N­alkylthio­2­ 
oxazolidinones, which explores the effect of ring expansion on microbiological activity. 
Chapters three and four focus on the elucidation of the mode of action of the N­alkylthio 
b­lactams.  Finally, chapter five introduces a new set of potent antibacterial compounds 
whose discovery stemmed from the mechanistic findings described in chapter four.
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1.2  Discovery of antibacterial properties in N­alkylthio b­lactams 
In the mid 1990’s, Xiao­Feng Ren, while studying the synthesis of inversely­fused 
bicyclic b­lactams in the Turos laboratory, prepared 4­alkynyl­N­methylthio b­lactam 1, 
which was later discovered by another student, Monika Konaklieva, to inhibit the growth 
of S. aureus. 3 
Subsequent to this finding, SAR studies were undertaken to explore the function of the 
substituents around the b­lactam ring.  The roles of substituents at C3, C4, and on the 
nitrogen have been investigated and reported. 4­5 
The effects of various substituents at C3 has been thoroughly studied, 4 and a 
representative sample of compounds is given in Table 1.1.  It was found that a large 
number of substituents could be tolerated at this position, particularly halo or alkoxy 
substituents.  Compounds with an amine at C3 did not perform as well, and the 
unsubstituted compounds were completely inactive.  Among the oxygenated substituents, 
it was found that C3­alkoxy compounds generally were more potent than the acyloxy 
variants. 
Table 1.1  Effect of substitution at C3 on methicillin­resistant S. aureus (MRSA), as determined by growth 
inhibition zones obtained from well­diffusion experiments on agar plates. 4 
N 
O  SMe 
R 
Cl 
R  Zone (mm)  R  Zone (mm) 
H  0  OH  18 
N3  21  OCH3  27 
Cl  30  OAc  21 
NHCH2Ph  10  OSO2Me  15 
N(Et)2  0  OPh  15 
The values indicate the average diameters in mm for the zone of growth inhibition observed after 24 h of 
incubation at 37 o C.  Twenty micrograms of each test compound in DMSO solution was used.  The zones 
reported represent the average values against eight strains of methicillin­resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA):  ATCC 43300 and USF 652­659.  Compounds USF 652­659 were obtained from a clinical testing 
laboratory at Lakeland Regional Medical Center, Lakeland, FL.  Error values are within ± 1 mm.
3 
The SAR around the C4 position appears to be even less selective than C3.  Nearly any 
alkyl, alkenyl, alkynyl or aryl group is tolerated, with only marginal changes in activity 
arising from profound changes in geometry or electronics (Table 1.2).  For example, 
varying substituents on a phenyl ring at the C4­center produces only minor changes in 
bioactivity. 
Table 1.2.  Effect of substitution at C4 on methicillin­resistant S. aureus (MRSA), as determined by growth 
inhibition zones obtained from well­diffusion experiments on agar plates. 4,5 
N 
O  SMe 
R' H 3 CO 
R  Zone (mm)  R  Zone (mm) 
CH2CH2Ph  16  Ph  27 
CH(OAc)C≡CPh  18  o­PhCl  27 
CH=CHPh (trans)  17  m­PhNO2  17 
CH=CHPh (cis)  22  p­PhOH  16 
C≡CPh  28 
The values indicate the average diameters in mm for the zone of growth inhibition observed after 24 h of 
incubation at 37 o C.  Twenty micrograms of each test compound in DMSO solution was used.  The zones 
reported represent the average values against eight strains of methicillin­resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA):  ATCC 43300 and USF 652­659.  Compounds USF 652­659 were obtained from a clinical testing 
laboratory at Lakeland Regional Medical Center, Lakeland, FL.  Error values are within ± 1 mm. 
By far the most pronounced effects on activity arise from substitution on the nitrogen. 6 
Thiolation of the nitrogen is essential for activity.  It was found that although arylthio 
substituents are tolerated on the nitrogen, small alkylthio substituents (four carbons or 
less) are the most potent (Figure 1.1, Table 1.3).   Further, alkylthio groups bearing a 
single branched site (i.e., isopropyl and sec­butyl) produce better activities against S. 
aureus than the n­alkylthio analogs.   Too bulky a group (i.e., t­butylthio) produces a 
decrease in activity. 
The oxidation state of the sulfur also plays a substantial role in the activity of the 
compounds, as shown by a comparison of compounds 3­6.   Much better activities against 
MRSA were observed with N­sulfenyl and N­sulfinyl groups than with N­sulfonyl or N­ 
sulfonic acid functionalities. 6,7 
The substantial sensitivity of substituents at the lactam nitrogen, as compared to C3 and 
C4, suggests that this position is essential to the biological mechanism.  By contrast, the 
broad tolerance of substituents at the other two positions suggests that these groups may 
not play a direct role in the binding or reactivity of the drug with a biological target. 
Nonetheless, there do exist some parameters involving C3 and C4 which must be met in 
order for these compounds to be effective.  It is postulated that these factors involve the 
polarity or lipophilicity of the molecule, and thus its ability to penetrate into the cell. 
Alternatively, these positions may inductively affect the reactivity of the alkylthio group 
on the nitrogen, although this possibility seems more remote.
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Figure 1.1  Compounds developed to explore the structure­activity relationship (SAR) around the sulfur 
atom. 
Table 1.3.  Effect of oxidation state and substitution pattern on the nitrogen­bound sulfur against 
methicillin­resistant S. aureus (MRSA), as determined by growth inhibition zones obtained from well­ 
diffusion experiments on agar plates 6 
Compound  Zone (mm)  Compound  Zone (mm) 
2a  29  2h  24 
2b  32  2i  27 
2c  28  3  23 
2d  23  4  20 
2e  13  5  9 
2f  31  6  0 
2g  40  Pen G  13 
The values indicate the average diameters in mm for the zone of growth inhibition observed after 24 h of 
incubation at 37 o C.  Twenty micrograms of each test compound in DMSO solution was used.  The zones 
reported represent the average values against eight strains of methicillin­resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA):  ATCC 43300 and USF 652­659.  Compounds USF 652­659 were obtained from a clinical testing 
laboratory at Lakeland Regional Medical Center, Lakeland, FL.  Error values are within ± 1 mm.  Penicillin 
G (Pen G) is used as a control. 
It is also important to note that these lactams function as narrow­spectrum antibiotics 
which are most effective toward methicillin­susceptible Staphylococcus aureus (MSSA), 
methicilliin­resistant Staphylococcus aureus (MRSA), and Bacillus anthracis (the 
causative agent of anthrax).  However, the N­alkylthio b­lactams were also found to be 
somewhat effective against Micrococcus luteus, Neisserria gonorrhoeae, Salmonella 
typhimurium, Vibrio cholerae, 8 and Mycobacterium tuberculosis. 9  On the other hand, 
these compounds were found to be consistently ineffective against Enterobactor cloacae, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, and Proteus mirabilis. 8 
1.3  Mode of action of the N­alkylthio b­lactams 
A number of studies were undertaken by Timothy Long 8  in our laboratory to understand 
the mode of action of these compounds.  Among his findings:
5 
·  Both light and electron microscopy experiments showed that when 
Staphylococcus cells were treated with N­alkylthio b­lactams, the cell walls 
remained intact.  Thus, cell wall biosynthesis is not the primary target of these 
compounds. 8 
·  Through measurements of DNA cleavage, Long demonstrated that the N­alkylthio 
b­lactams do not directly affect DNA structure.   Further, pulse­labeling studies to 
measure the uptake of 3 H thymidine by bacterial cells showed that DNA 
replication is not affected. 8 
·  Pulse­labeling 3 H­uridine and 3 H isoleucine uptake experiments demonstrated that 
N­thiolated b­lactams weakly affect RNA transcription and protein synthesis. 
However, these effects were minor, and not thought to be the primary mechanistic 
pathways leading to the antibacterial effects of the lactams. 8 
·  Metabolic analysis of S. aureus which had been treated with a N­alkylthio b­ 
lactam showed the NH­b­lactam in the lysate, suggesting that a primary metabolic 
pathway proceeds through a thiol transfer.  In light of these findings, an 
intracellular thiol transfer to produce a mixed disulfide was proposed (Scheme 
1.1). 8 
Scheme 1.1  Proposed intracellular thiol transfer 
R'SH 
N 
O  SR 
Ar MeO 
+  RSSR' 
NH 
O 
Ar MeO 
+ 
Further evidence for this mechanism was provided by Bart Heldreth, 7 a former Ph.D. 
student in the Turos group,  who treated the lysate from S. aureus with resin­bound b­ 
lactam 7.  Reductive cleavage of the resulting product (Scheme 1.2) followed by HPLC 
and spectroscopic analysis of the products provided evidence that the attacking thiol was 
coenzyme A (CoA).
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Scheme 1.2.  Isolation of the intracellular nucleophile from cell lysate 7 
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Though initially stunning, the results of this experiment are predictable in light of data 
reported by Fahey et al 10 which indicate that CoA is the predominant thiol (and thus the 
predominant thiophilic nucleophile) in S. aureus, with millimolar concentrations present. 
Intracellular thiol measurements reported by Fahey reveal that in Staphylococcus, 
Bacillus, and Micrococcus, CoA accounts for a major percentage of free cytosolic thiols 
(Table 1.4).  Interestingly, these genera are also the most vulnerable to the 
N­alkylthio b­lactams.  On the other hand, E. coli and Pseudomonas aeruginosa, which 
show no susceptibility to these drugs, have lower levels of CoA and higher levels of other 
thiols, particularly glutathione.  The correlations between reported thiol levels 10 and 
activities of the N­alkylthio b­lactams are shown in Table 1.5 (see footnote 11). The role 
of these elevated thiol levels in the different genera will be discussed in detail in chapters 
three and four. 
Table 1.4.  Concentrations of intracellular thiols a (mmol/g [residual dry weight]) as reported by Fahey et 
al. 10 
Species  MSH b  Cys  GSH     H2S  CoA  other 
Staphylococcus aureus c  <0.02  0.36  <0.022  0.17  1.16  ­­ 
Bacillus subtilis  <0.02  0.59  <0.02  0.08  0.19  ­­ 
Micrococcus luteus  3.3  0.11  <0.01  0.5  1.1  0.48 
Mycobacterium tuberculosis d  11  <0.02  <0.02  0.88  2  ­­ 
Pseudomonas aeruginosa  <0.01  0.8  6.3  0.4  1.3  0.13 
Escherichia coli  <0.01  0.02  4.5  0.01  0.6  0.47 
a. Measurements were obtained by cell lysis, treatment with monobromobimane, and HPLC analysis using 
a fluorescence detector.  b  MSH:  Mycothiol.  Cys:  Cysteine.  GSH:  Glutathione.  CoA:  Coenzyme A.  c 
The values reported for S. aureus represent the average of values reported for strains UCD 2 and RN450.  d 
The values reported for M. tuberculosis represent the average values for strains ATCC 25618 and PZA 
UCSD 100.
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Table 1.5.  Correlation between reported percentages of intracellular CoA and glutathione 10 and bacterial 
susceptibility to N­alkylthio b­lactams. 8, 11 
Species  % GSH a  %CoA  Susceptibility 
Staphylococcus aureus  <1  67  high b 
Bacillus subtilis  <2  21  high 
Micrococcus luteus  <0.2  17  high 
Mycobacterium tuberculosis  <0.2  14  low c 
Pseudomonas aeruginosa  70  15  none 
Escherichia coli  80  11  none 
a.  Percentages of GSH and CoA (relative to total thiol content) derived from data presented in Table 4.  b. 
high:  average zones of inhibition  >20 mm.  c.  M. tuberculosis showed no activity in the Kirby­Bauer 
assays, but showed activity in MIC assays. 
1.4  Conclusions 
From this preliminary work, three key observations may be made regarding the N­ 
alkylthio b­lactams: 
·  The N­alkylthio moiety is essential for biological activity. 
·  Metabolism of these compounds involves transfer of the alkylthio piece to an 
intracellular thiol to produce an asymmetric (mixed) disulfide. 
·  The bacteria most vulnerable to these drugs are those which have high cellular 
levels of coenzyme A and low levels of glutathione. 
These observations highlight the importance of several questions.  Is the bioactivity 
caused directly by the N­alkylthio b­lactams, or by the asymmetric disulfides produced 
through their metabolism?  In either event, which specific cellular targets are hit, and 
which pathways are affected?    Answers to these questions are critical to the further 
development of these valuable antibiotics, and will be addressed in the remainder of this 
dissertation.
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CHAPTER 2 
N­THIOLATED 2­OXAZOLIDINONES:  A NEW FAMILY OF 
ANTIBACTERIAL AGENTS FOR METHICILLIN­RESISTANT 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) AND BACILLUS ANTHRACIS 
2.1.  Introduction 
Recent work in the Turos group has shown that b­lactams bearing N­alkylthio 
substituents, such as compound 8 (Figure 2.1), exhibit antibacterial, anticancer, and 
antifungal properties. 4,5  Although the mechanism is not yet fully understood, preliminary 
results indicate that these compounds inhibit bacterial growth through a very different 
mode of action than the traditional b­lactams. 12, 7, 8  As described in chapter one, 
experiments conducted by Long 8 and Heldreth 7 support the hypothesis that a key 
metabolic step for the N­alkylthio b­lactams is the abstraction of the alkylthio moiety by 
an intracellular thiol.  This evidence, coupled with the broad range of lactam ring 
substituents which still impart antibacterial activity, led us to postulate that the b­lactam 
structure might not be critical for antibacterial activity.  In order to test this, it was 
proposed that a set of N­alkylthio compounds based on a larger ring system should be 
prepared and tested for antibacterial activity. 
The 2­oxazolidinone framework was chosen to explore this possibility.  Two recently­ 
introduced commercial antibiotics, Linezolid (9) and Eperezolid (10), 13  are based on an 
oxazolidinone framework.  These compounds have been shown to inhibit amino acid 
incorporation in the early stages of protein synthesis. 14 
It was proposed that an N­alkylthio­2­oxazolidinone such as 11 might present a unique 
functional hybrid between the N­alkylthio b­lactams and the well­studied oxazolidinones. 
It was suggested that these compounds might be able to function through two 
complimentary mechanisms:  through a thiol­transfer mechanism similar to that of the 
alkylthio b­lactams 8 , and through inhibition of protein synthesis in the manner of the 
Linezolids. 14 
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Figure 2.1.  A reference N­thiolated b­lactam (8), Linezolid (9), Eperezolid (10), and the proposed hybrid 
compound 11. 
In order to evaluate these possibilities, two sets of N­alkylthio­2­oxazolidinones were 
prepared.  The first set was derived from simple, commercially available, 
monosubstituted NH­oxazolidinones.   The  remaining compounds were derived from 
intermediates in the attempted synthesis of hybrid target compound 11 (Figure 2.1). 
2.2  Results and Discussion 
N­Thiolated 2­oxazolidinones 12­18 were synthesized from commercially available 2­ 
oxazolidinones (Aldrich) by treatment with N­methylthiophthalimide or N­sec­ 
butylthiophthalimide in a mixture of acetone and potassium carbonate under sonication 
conditions 15  (Scheme 2.1).  Compounds 12­16 were prepared as single enantiomers, 
while compound 17 was a racemic mixture and compound 18 was obtained as an equal 
mixture of racemic diastereomers. 
Scheme 2.1.  Preparation of N­alkylthio­2­oxazolidinones 
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Compounds 19 and 20 were prepared from the corresponding N­PMP­4,5­disubstituted 2­ 
oxazolidinones described previously by Coates. 7  Oxidative removal of the PMP 
protecting group was accomplished using ceric ammonium nitrate. 3a, 17  N­Alkylthiolation 
of the NH­oxazolidinone was initially attempted using the conditions described above, 
but purification of 19 and 20 from the phthalimide byproducts turned out to be 
surprisingly difficult.  Therefore, in these cases methylthiolation was accomplished by 
treating the oxazolidinone with methylsulfuryl chloride, generated in situ from chlorine 
gas and dimethyl disulfide (Scheme 2.2). 6, 18  The preparation of compound 11 was not 
attempted, because reactions of the model compound 21 demonstrated that attack of the 
methylthio moiety occurrs preferentially upon the acetamide nitrogen of 21 to produce 22 
(Scheme 2.3).
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Scheme 2.2.  Preparation of C4/C5 disubstituted N­methylthio­2­oxazolidinones 19­20 
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Scheme 2.3.  Attempted preparation of N­alkylthio­2­oxazolidinone 22 
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Antibacterial assays of these N­thiolated oxazolidinones were performed by Kirby­Bauer 
disk diffusion on agar plates according to NCCLS guidelines. 19  For these assays, both an 
ATCC strain of methicillin­susceptible Staphylococcus aureus as well as 10 strains of 
methicillin­resistant S. aureus  (MRSA) (obtained either from ATCC sources or as 
clinical isolates from a local hospital 19 ) were tested.  The zones of growth inhibition 
(Figure 2.3) produced by the compounds against each of these microbes after 24 h of 
incubation are presented in Table 2.1, as well as the zones for reference compounds 
lactam 8 and penicillin G.  In addition, the non­thiolated analogues of each of these 
compounds was tested.  In every instance, the non­thiolated analogs showed no activity 
(Figure 2.2). 
Figure 2.2.  Zones of growth inhibition for two oxazolidinones.  This photo shows the zones of growth 
inhibition against MRSA USF653, a clinical isolate.  Well 2 contains compound 13.  Well 4 contains 
compound 14.  Wells 1 and 3 contain the non­alkylthiolated precursors to 13 and 14, respectively.
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Table 2.1.  Zones of inhibition (mm) of oxazolidinones 8­20 against a methicillin­susceptible strain of 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and 10 strains of methicillin­resistant S. aureus (MRSA). 
Bacterial Strains  8  12  13  14  15  16  17  18  19  20  Pen G 
(ATCC 25923) 
MRSA USF919  ­  30  28  21  13  19  20  19  32  11  ­ 
(ATCC 43300) 
MRSA USF920  ­  28  28  18  15  19  16  19  32  0  ­ 
(ATCC 33591) 
MRSA USF652            30  30  30  19  12  17  16  19  30  12  8 
MRSA USF653            30  31  30  27  25  20  20  20  32  19  15 
MRSA USF654            26  29  26  23  20  18  20  22  30  14  10 
MRSA USF655            25  29  28  22  18  17  20  22  30  14  14 
MRSA USF656            28  31  28  22  20  19  22  20  31  15  12 
MRSA USF657            27  29  27  22  19  19  21  22  30  12  12 
MRSA USF658            26  29  27  16  19  17  18  21  31  14  19 
MRSA USF659            24  26  26  22  22  19  19  20  28  16  16 
In each case, 20 µg of the test compound in CH2Cl2 was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm (triplicate experiments) for 
the zone of growth inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C.  S. aureus (ATCC 25923) and 
methicillin­resistant S. aureus (labeled MRSA USF652­659 and USF919­920) were obtained from 
Lakeland Regional Medical Center, Lakeland, FL. Pen G is penicillin G (potassium salt). Errors values are 
within ± 1 mm. 
Compounds 13, 17, 18, 19 and 20 were further evaluated to determine the minimum 
inhibitory concentration (MIC) of each compound against S. aureus and MRSA.  This 
data is presented in Table 2.2. 
Table 2.2.  Minimum inhibitory concentration a (MIC) values (mg/mL) of oxazolidinones against MSSA 
(ATCC 25923) and MRSA (USF 919). 
Compound  S. aureus  MRSA 
13  4  8 
14  8  8 
17  16  32 
19  64  >64 
20  16  32 
a.  This indicates the lowest concentration of drug (in mg/mL) where bacterial growth is visibly inhibited. 
Values were determined by serial dilution in 24­well plates according to NCCLS protocols. 19 
Since no activity was observed for the NH­oxazolidinones, it is clear that the biological 
activity is entirely dependent on the presence of the alkylthio moiety. 
Beyond this, however, several more subtle observations may be made.  First, it should be 
noted that the zone studies showed essentially no difference in activities against MRSA 
and MSSA between the methyl and the sec­butyl analogs 17 and 18.  Second, the ring 
system clearly tolerates substitution or non­substitution at both the C4 and C5 positions. 
This differs from the N­alkylthio b­lactams, where substitution at the analogous position 
(C3 on the b­lactams) is essential to activity.  The relative lipophilicity of the
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oxazolidinone side groups does not appear to have any distinctive correlation with the 
activity of the compound. 
Among the C5­substituted compounds, the phenyl analogs slightly outperformed those 
with an isopropyl substituent.  In both the phenyl and the isopropyl set, the S enantiomer 
was found, on average, to show slightly more activity than the R enantiomer. 
A representative set of these compounds (12, 16, 17, and 18) were also tested against 
various strains of Bacillus using the disk diffusion method.  This data is presented in 
Table 2.3. 
Table 2.3.  Zones of inhibition of oxazolidinones 12, 16, 17, and 18 against various species of Bacillus. 
Bacillus Species  12  16  17  18 
B.  anthracis  15  23  23  23 
B.  globigii  17  15  17  15 
B.  thurigensis  0  17  15  16 
B.  megaterium  10  18  20  18 
B.  subtilus  19  19  19  17 
B.  cereus  15  24  23  22 
B.  coagulans  0  17  17  17 
In each case, 20 µg of the test compound in CH2Cl2 was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm (triplicate experiments) for 
the zone of growth inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C.  Errors values are within ± 1 mm. 
Interestingly, compound 12, which produced the largest zones of inhibition for MSSA 
and MRSA, was considerably less effective against Bacillus. 
2.3  Conclusion 
The N­alkylthio­2­oxazolidinones exhibit activity against S. aureus (including MRSA) 
and Bacillus which is very comparable to that observed for the N­alkylthio b­lactams. 
They also resemble the lactams in that only slight correlations can be made between ring 
structure and overall activity, although disubstitution of the ring is not required for the 
oxazolidinones.  This evidence suggests that the antibacterial properties of both likely 
proceed through a common mechanism involving a thiol transfer.  These findings 
underscore the need to understand the precise nature of the mode of action of these 
compounds, in order to proceed deliberately toward the synthesis of more potent or 
selective compounds. 
2.4  Experimental 
General chemical methods.  All reagents were purchased from either Sigma­Aldrich or 
Acros and used without further purification. Solvents were obtained from Fischer
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Scientific Company. Thin­layer chromatography (TLC) was carried out using EM 
Reagent plates with fluorescence indicator (SiO2­60, F­254).  Products were purified by 
flash chromatography using J.T. Baker flash chromatography silica gel (40 μm). NMR 
spectra were recorded in CDCl3 unless otherwise noted. 
13 C NMR spectra were proton 
broad­band decoupled. 
Preparation of N­methylthiolation of 2­oxazolidinones.  Compounds 12­18 were 
prepared using the following general procedure:  A solution of NH­2­oxazolidinone (1.0 
mmol), N­methylthio phthalimide or N­sec butylthio phthalimide (1.5 mmol) and 
potassium carbonate (1.5 mmol) in acetone (0.1 M) was sonicated for 1­4 h at rt.  The 
mixture was then diluted with CH2Cl2 (10 mL), filtered through celite, and concentrated 
to oil.  The oil was then triturated with CH2Cl2, filtered through celite, and concentrated 
to oil. The crude products were purified by flash chromatography using hexanes, 
dichloromethane, and methanol (2:3 hexanes: CH2Cl2 with 1­2% MeOH) to afford the N­ 
alkylthiolated 2­oxazolidinones as colorless oil. 
(S)­3­Methylthio­4­phenyl­2­oxazolidinone (12).  Isolated 22 mg (34%) as a colorless 
oil.  1 H NMR (250 MHz, CDCl3):  δ 7.42­7.24 (m, 5H), 4.80 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4. 62 (t, 
J = 8.8 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 7.0, 8.8 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H); 13 C NMR (63 MHz, CDCl3): 
δ 138.2, 129.8, 129.6, 127.9, 70.1, 63.7, 21.2.  HRMS (ESI) Calcd for C10H11NO2S (M 
+ 
+ H):  210.05833.  Found:  210.05836. 
(R)­3­Methylthio­4­phenyl­2­oxazolidinone (13).  Isolated 62 mg (48%) as a colorless 
oil.  1 H NMR (250 MHz, CDCl3):  δ 7.42­7.24 (m, 5H), 4.80 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4. 62 (t, 
J = 8.8 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 7.0, 8.8 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H); 13 C NMR (63 MHz, CDCl3): 
δ 159.0, 138.2, 129.8, 129.6, 127.9, 70.1, 63.7, 21.1.  HRMS (ESI) Calcd for 
C10H11NO2S (M 
+ + H):  210.05833.  Found:  210.05849. 
(S)­4­Isopropyl­3­methylthio­2­oxazolidinone (14).  Isolated 30 mg (22%) as a 
colorless oil.  1 H NMR  (250 MHz, CDCl3):   δ 4.24 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 9.0 
Hz, 6.0 Hz, 1H), d 3.78­3.71 (m, 1H), 2.42 (s, 3H), 2.30­2.22 (m, 1H), 0.91 (d, J = 7.8 
Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H); 13 C NMR (63 MHz, CDCl3):  δ  159.1, 63.3, 62.3, 28.1, 
20.7, 17.5, 14.1.  HRMS (ESI) Calcd for C7H13NO2S (M 
+ + H):  176.07398.  Found: 
176.07428. 
(R)­4­Isopropyl­3­methylthio­2­oxazolidinone (15).  Isolated 68 mg (25%) as a 
colorless oil.  1 H NMR ( 250 MHz, CDCl3):   δ 4.24 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 9.0 
Hz, 6 Hz, 1H), 3.78­3.71 (m, 1H), 2.42 (s, 3H), 2.30­2.22 (m, 1H), 0.91 (d, J = 7.8 Hz, 
3H), 0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H);  13 C NMR (63 MHz, CDCl3):  δ 159.1, 63.3, 62.3, 28.1, 
20.7, 17.5, 14.1. 
(R)­4­Benzyl­3­methylthio­2­oxazolidinone (16).  Isolated 33 mg (43%) as a colorless 
oil.  1 H NMR (250 MHz, CDCl3): δ 7.35­7.14 (m, 5H), 4.18­3.99 (m, 3 H), 3.38 (dd, 
J=13.5, 3.3 Hz, 1H), 2.69 (dd, J =13.5, 9.5 Hz, 1H) 2.48 (s, 3H); 13 C (63 MHz, CDCl3):  δ
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135.0, 129.1, 129.0, 127.3, 67.2, 59.5, 38.9, 21.3.  HRMS (ESI) Calcd for C11H13NO2S 
(M + + H):    224.07398.  Found:  224.07459. 
5­Chloromethyl­3­methylthio­2­oxazolidinone (17).  Isolated 54 mg (40%) as an oily 
white solid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ 4.82­4.76 (m, 1H), 3.95 (t, J=9.0 Hz, 1H), 
3.76 (t, J=9.4 Hz, 1H), 3.75 (d, J=9.2 Hz, 2H), 2.54 (s 3H); 13 C NMR (100 MHz, CDCl3): 
δ 157.8, 71.5, 51.1, 44.8, 20.6.  HRMS (ESI) Calcd for C5H8ClNO2S (M 
+ +H): 
182.00370.  Found:  182.00373. 
3­sec­Butylthio 5­chloromethyl­2­oxazolidinone (18).  Isolated 26 mg (62%) as a 
colorless oil.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3):  δ 4.7 (m, 1H), 3.90 (t, J = 8.8Hz, 1H), 3.71­ 
3.65 (m, 3H), 3.17­3.08 (m, 1H), 1.68­1.60 (m, 1H),  1.52­1.46 (m, 1H), 1.26 (d, J =3.4 
Hz), 1.24 (d, J = 3.2 Hz, 3H), 0.99 (t, J = 7.0 Hz, 3H).  13 C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
71.5, 53.2, 47.4, 44.8, 27.7, 27.6, 18.4, 18.2, 11.3. 
(4S, 5R)­5­Azidomethyl­3­methylthio­4­phenyl­2­oxazolidinone (19).  Chlorine gas (2 
mmol) was collected by bubbling through anhydrous benzene (1 mL), and the resulting 
solution was cooled to 0­5 o C in an ice bath, followed by addition of dimethyl disulfide (2 
mmol).  After stirring at 0­5 o C for 30 min, this solution was slowly added to a cooled (0­ 
5 o C) solution of 2­oxazolidinone (1 mmol) and diisopropyl ethylamine (3 mmol) in 
anhydrous benzene (4 mL).  The resulting cold solution was sonicated for 1 hr, then 
diluted with benzene (5 mL), washed with water (2 x 10 mL), 1M NH4Cl (10 mL), and 
brine (10 mL).  The organic layer was concentrated to an oil, and chromatographed on 
silica using 1:1 hexanes:dichloromethane with 2.5% ethyl acetate as eluent to provide 12 
(5 mg, 8%) as an oily white solid.  1 H NMR (400 MHz, CD2Cl2): δ (m, 3H), 7.32 (d, 
J=7.6 Hz, 2H), 4.59 (d, J=6.4 Hz, 1H), 4.58­4.47 (m, 1H), 3.69 (dd, J=13.4, 3.0 Hz, 1H), 
3.51 (dd, J=13.6, 4.0 Hz, 1H), 2.26 (s, 3H):  13 C NMR (100 MHz, CD2Cl2): δ 129.6, 
129.4, 127.7, 79.7, 65.6, 52.3, 20.5.  HRMS (ESI) Calcd for C11H12N4O2S (M 
+ + H): 
265.07537.  Found:  265.07567. 
(4S, 5R)­Methyl 3­methylthio­2­oxo­4­phenyloxazolidine­5­carboxylate (20). 
Prepared by the procedure described for compound 12, except that an additional wash 
with aq. ZnCl2 (2M, 4x5 mL) was done to help remove impurities prior to 
chromatography.  Isolated 22 mg (36%) as a colorless oil.  1 H NMR (400 MHz, CD2Cl2): 
δ 7.48­7.42 (m, 3H), 7.36­7.33 (m, 2H), 4.81 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 2.22 (s, 3H); 13 C NMR 
(100 MHz, CD2Cl2):  δ 168.4, 137.6, 129.7, 129.4, 127.5, 77.5, 66.1, 53.2, 20.9. 
Methylthiolation of 4­(N­acetamido)­2­oxazolidinone (21).  No products were obtained 
using the procedure described for 19­20.   However, reaction under the general procedure 
described for compounds 12­18, followed by chromatography, provided 22 
(approximately 2 mg, 20%) as a colorless oil.  1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 6.14 
(broad s, 1H); 4.62­4.41 (m, 1H); 3.60­3.40 (m, 2H); 2.40 (s, 3H); 1.90 (s, 3H).  No 23 
could be isolated from the crude mixture.
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General Biological Methods.  Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and MRSA 
(ATCC 43300 and 33591) were purchased from ATCC sources. Eight additional strains 
of MRSA were obtained from Lakeland Regional Medical Center (Lakeland, FL). 
Bacillus bacteria from Sterne spore vaccine were purchased from Colorado Serum Co., 
Denver. CO. 
Culture Preparation.  From a freezer stock in tryptic soy broth (Difco Laboratories, 
Detroit, MI) and 20 % glycerol, a culture of each microorganism was transferred with a 
sterile Dacron swab to Trypticase® Soy Agar (TSA) plates (Becton­Dickinson 
Laboratories, Cockeysville, MD), streaked for isolation, and incubated at 37 ○ C for 24 h. 
A 10 8 standardized cell count suspension was then made in sterile phosphate­buffered 
saline (pH 7.2) and swabbed across fresh TSA plates. 
Antimicrobial testing.  Prior to swabbing with the culture solution, 20μL of a 1 mg/mL 
stock solution of the test oxazolidinone compound in dimethylsulfoxide (DMSO) was 
added to a 6­mm diameter well bored into the agar. The plates were swabbed uniformly 
with the test microbe compound above and then incubated for 24 h at 37 ○ C. The 
antimicrobial susceptibilities were determined by measuring the zones of growth 
inhibition around each well. 
Determination of minimum inhibitory concentrations.  The minimum inhibitory 
concentration (MIC) values of were determined for S. aureus and MRSA by serial 
dilution, according to NCCLS protocols. 10 The test medium was prepared in 24 well 
plates (Costar 3524, Cambridge, MA) by adding the test drug in DMSO to Mueller­ 
Hinton II agar (Becton­Dickinson Laboratories, Cockeysville, MD) to bring the total 
volume in each well to 1.0 mL. Starting with an initial well concentration of 256 μg of 
drug/mL, each sequential dilution contained half the concentration of the drug. The 
medium was allowed to solidify at room temperature for 24 h before inoculation with the 
bacteria. Using a sterilized inoculating loop, a small amount of each standardized 
Staphylococcus strain cultured on TSA plates for 24 h was transferred into sterile test 
tubes containing 5 mL TSA broth and incubated at 37 ○ C for 24 h. One microliter of each 
culture was then applied to the appropriate well Mueller­Hinton agar and incubated at 37 
○ C overnight. After 24 h, the MICs were determined as the lowest concentration of the 
drug where the bacterial growth was visibly inhibited.
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CHAPTER 3 
THE ROLE OF COENZYME A DISULFIDE REDUCTASE IN THE MODE OF 
ACTION OF THE N­ALKYLTHIO b­LACTAMS 
3.1  Introduction 
The discovery of N­alkylthio b­lactams in the Turos group 4,5 has opened a new pathway 
in the development of potent anti­infectives.  However, further development of this 
valuable class of compounds requires that their mode of action be more fully understood. 
As described in chapter one of this work, Long 8 and Heldreth 7 were able to show that 
thiol transfer to an intracellular thiol such as coenzyme A or glutathione was a key 
metabolic pathway for these drugs.  Further, it was demonstrated that the N­alkylthio b­ 
lactams are most effective in those strains of bacteria where coenzyme A (CoA) is 
present in high concentrations relative to other cytosolic thiols, 8,10a and thus where mixed 
CoA disulfides are produced within the cells. (Scheme 3.1). 
Scheme 3.1.  Thiol transfer from b­lactam to coenzyme A. 
The Thiol Redox Buffer 
The unusually high concentrations of CoA in some bacteria, particularly Staphylococcus 
and Bacillus, stems from the role of CoA within the thiol redox buffer.  A thiol redox 
buffer system is present in all cells, and consists of a free cytosolic thiol which is present 
in high (often millimolar) concentrations.  These thiols react with potentially harmful 
oxidants to produce disulfides.  The resulting disulfides may then be reduced by a 
specific NAD(P)H­dependent disulfide reductase enzyme to regenerate the free thiol 20 
(Scheme 3.2). 
Scheme 3.2.  A generalized thiol redox buffer 
Reactive Oxygen Species (ROS) 
Disulfide Reductase 
NAD(P)H 
Thiol  Disulfide
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Eukaryotes and many prokaryotes utilize glutathione in their thiol­redox buffers.  Indeed, 
glutathione was long thought to be ubiquitous. 20  However, recent findings have shown 
that some prokaryotes do not produce glutathione, and instead rely upon CoA 21­23 or 
mycothiol 10  in their thiol redox buffer. 
In his 2004 dissertation, Heldreth noted the role of  CoA in the redox buffer of 
Staphylococcus, and suggested that the reducing enzyme coenzyme A disulfide reductase 
(CoADR) might be a key target in the mode of action of these compounds. 7 
CoADR was first isolated from S. aureus and characterized in the late 1990’s by 
delCardayre and coworkers. 21  Subsequently, it was reported that the gene for CoADR in 
S. aureus was overexpressed and purified from  E. coli. 21b,22  Physical characteristics and 
mechanistic studies indicate that CoADR, like glutathione disulfide reductase (GDR) is a 
part of the flavoprotein disulfide reductase (FDR) family. 23,24 
The FDR family of enzymes has been well characterized and recently reviewed. 23,24  This 
class of enzymes shares three key structural/functional motifs: 
·  They contain a noncovalently bound but integral flavin molecule (FAD). 
·  They bind to both NAD(P)H and to a disulfide substrate. 
·  Reduction of the disulfide takes place via hydride transfer from NAD(P)H to FAD 
to form a charge complex, followed by electron transfer to the disulfide species to 
produce a thiol/thiolate pair. 
Despite the coarse resemblance, a detailed analysis of glutathione disulfide reductase and 
coenzyme A disulfide reductase reveals substantial differences in mechanism and 
substrate selectivity.  It was postulated that the activity of the N­alkylthio b­lactams 
against CoA­rich bacteria might be a function of these differences.
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Glutathione Disulfide Reductase (GDR) 
Scheme 3.3 shows the general mechanism of the Group 1 FDRs, of which GDR is a 
member. 25  Group 1 FDRs contain two proximal cysteine residues (CXXXXC in the 
primary structure) which are adjacent to the FAD.  The enzymatic cycle begins with the 
reduced enzyme (Ered, top left structure), in which both cysteines exist as thiols. 
Introduction of glutathione disulfide produces a mixed enzyme/glutathione disulfide (E­ 
S­S­G) followed by displacement of GSH by the free thiolate anion to produce the 
oxidized enzyme (Eox, lower right structure).  Addition of an NAD(P)H molecule to the 
oxidized enzyme, followed by hydride transfer to FAD from NAD(P)H to form the 
transient charge­transfer complex, followed by hydride transfer to the disulfide to 
produce a thiol/thiolate pair, regenerates the reduced enzyme. 
Scheme 3.3.  Mechanism of glutathione disulfide reductase (GDR) 
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Coenzyme A Disulfide Reductase (CoADR) 
Unlike GDR, the CoADR enzyme has only one active cysteine residue ( 43 Cys), and so so 
must employ a slightly different mechanism for disulfide reduction.  The reduced form of 
CoADR contains a cysteine anion, complexed to the oxidized FAD species (Ered, upper 
left on Scheme 3.4).   Upon reaction with CoA disulfide, the cysteine thiolate displaces 
one equivalent of CoA, forming the mixed disulfide E­S­S­CoA (Eox, lower right on 
Scheme 3.4). Electron transfer to the oxidized CoADR enzyme takes place when 
NAD(P)H binds to the enzyme, transferring a hydride to the FAD complex.  Subsequent 
hydride transfer to the disulfide liberates a second equivalent of CoASH and regenerates 
the reduced form of the enzyme. 
Scheme 3.4.  Mechanism of coenzyme A disulfide reductase (CoADR) 
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S. aureus CoADR is one of only three FDR enzymes which function through this single­ 
cysteine residue. 23,26  (The other two, NADH oxidase (Nox) and NADH peroxidase 
(Npx), isolated from E. faecalis, have been well­studied, but play substantially different 
roles. 23 )  A CoADR enzyme was also reported for Bacillus megaterium, 27 which, though
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not exhaustively characterized, exhibited behavior and selectivity which suggests that it 
functions in the same manner as the CoADR from S. aureus. 
Selectivity of CoADR 
Unlike GDR, which is relatively nonselective, CoADR shows a remarkable selectivity for 
CoA disulfide.  A series of kinetics experiments reported by delCardayre et al 21a 
demonstrated that CoA disulfide (24) (Table 3.1, Figure 3.1) was selective over other 
biological disulfides such as cystine and glutathione disulfide (25).  It was found that 
mixed disulfides containing the CoA moiety also show some activity, though not at the 
level of the native substrate.  Further, the 4,4’­diphosphopantethine disulfide (26) 
possessed activity, though de­phospholated analog 27 did not.  This indicates that the key 
binding sites for CoA disulfide extend at least as far as the first phosphate group. 
Table 3.1.  Selectivity of CoADR for disulfides as reported in J. Biol. Chem. 21a 
Disulfide  kcat/Km 
a 
CoA disulfide (24)  80 ± 10 
3­dephospho­CoA disulfide  10 ± 2 
4,4’ diphosphopantethine disulfide  (26)  3.3 ± 0.4 
Panthethine disulfide (27)  ­­ b 
CoA­glutathione disulfide  0.72 ± 0.08 
Cystine  ­­ 
glutathione disulfide (25)  ­­ 
a.  Reported in M ­1 s ­1 x 10 6 .  b.  “­­“  indicates the values of kcat and Km were too small to be determined. 
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CoADR as a potential target for the b­lactams 
In light of this data on the glutathione and CoA thiol redox systems, it was postulated that 
the N­alkylthio b­lactams might inhibit the CoA redox buffer through one of two 
pathways: 
1.)  (Scheme 3.5)  The N­alkylthio b­lactams react with cytoplasmic CoA to produce a 
CoA mixed disulfide, CoASSR.  When these disulfides react with CoADR, the 
disulfide Cys­S­S­R is formed. If this disulfide is unable to be reduced with the 
efficiency of the CoA adduct, the enzyme is inhibited.  Depending on the rate of 
cleavage of the mixed enzyme, this inhibition might be considered either reversible or 
irreversible. 
2.)  (Scheme 3.6)  The b­lactams are able to enter the pocket of the CoADR and 
transfer the alkylthio piece directly to the cysteine.  The enzyme is thus inactivated or 
inhibited, depending on the rate of reduction of the enzyme­alkyl mixed disulfide. 
Scheme 3.5.   Proposed pathway (1) for inhibition of CoADR 
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Scheme 3.6.  Proposed pathway (2) for inhibition of CoADR 
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In order to evaluate these possibilities, a set of coenzyme A mixed disulfides (28a­c) was 
prepared and tested against S. aureus CoADR.  Also, N­alkylthio b­lactams 2a and 2g 
were tested for inhibition of CoADR.  Finally, the CoADR uptake of another alkylthio 
transfer agent, methyl methanethiolsulfonate (MMTS, 29a), was measured. 
N 
N N 
N 
NH 3 
O 
OH O 
P O 
O 
O 
P O 
O 
O 
P 
O 
O 
O 
OH 
N 
H 
O 
N 
H 
S 
O 
S 
R 
O 
28a:  R=Me 
28b:  R=Et 
28c:  R=s­Bu 
N 
O 
MeO 
S  R 
Cl 
2a:  R=Me 
2g:  R=s­Bu 
3.2  Results and Discussion 
The mixed CoA disulfides (28a­c) were prepared in good yields and high purity by 
treatment of free CoA (trilithium salt) (30) with stoichiometric amounts of the 
corresponding alkyl methanethiolsulfonates (29a­c) in a neutral methanolic solution 
(Scheme 3.7).  Methyl methanethiolsulfonate 29a was purchased commercially, but the 
ethyl­ (29b) and s­butyl methanethiolsulfonate (29c) were prepared from the 
corresponding disulfides according to the method of Fujika et al. 28 
Scheme 3.7.  Synthesis of asymmetric CoA disulfides. 
R­S­S­R + MeSO 2 Na  2 RSSO 2 Me 
CH 2 Cl 2 
I 2 
29b:  R = Et  60% 
29c:  R = s­Bu  70% 
+  R 2 SO 2 Me  CoA­S­S­R  +  MeSO 2 H CoASH 
MeOH 
28a:  R = Me  30% 
28b:  R = Et  80% 
28c:  R = s­Bu  95% 
30  29a:  R = Me 
29b:  R = Et 
29c:  R = s­Bu 
31b:  R=Et 
31c:  R=s­Bu
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A purified sample of CoADR was generously provided by Professor Al Claiborne (Wake 
Forest University), who had previously reported its purification. 22 
Rates of reduction of the CoA mixed disulfides and the native CoA disulfide (CoAD) 
were determined spectrophotometrically (Figure 3.2, Table 3.2), and the values of Vmax, 
Km, and kcat were found through best fit to the Michaelis­Menton equation using 
Kaleidagraph software, version 3.5.1. 29  In each case, the rates of catalysis of the mixed 
disulfides were found to be within an order of magnitude of those of the native substrate. 
The most drastic difference in rate of reduction was observed for the sec­butyl CoA 
mixed disulfide, whose Vmax and kcat were approximately 20% of CoAD.  Despite this 
slight reduction, the data indicates that the mixed CoA disulfides do not substantially 
inhibit CoADR, and therefore pathway (1) (Scheme 3.5) may be ruled out for inhibition 
of this enzyme. 
24:  CoASSCoA 
28a:  CoASSMe 
28b:  CoASSEt 
28c:  CoASS­s­Bu 
Figure 3.2.  Rate of oxidation of mixed CoA disulfides 28a­c and CoA disulfide 24 (mM/min) versus 
disulfide concentration (mM). 
Table 3.2.  Kinetic data for CoA mixed disulfides and for the native substrate, CoAD. 
Compound  Vmax (mM/min)  Km (mM)  kcat  (min ­1 ) 
CoA­disulfide (24)  1.9  6  190 
CoA­methyl disulfide (28a)  2.6  8  260 
CoA­ethyl disulfide (28b)  1.6  5  160 
CoA­sec­butyl disulfide (28c)  .57  4  57 
a .  Kinetic data was determined by spectrophotometric measurement(340 nm, 25 o C) of the rate of NADPH 
oxidation in the presence of CoADR (10 nM).  Concentration of disulfides were varied from 2­200 mM.
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In order to evaluate the role of pathway 2 (Scheme 3.5), the rate of enzymatic reduction 
of CoA disulfide (24) was measured in the presence of varying concentrations of N­ 
alkylthio b­lactams 2a and 2g.  As shown in Figure 3.3, lactam 2g had no effect on the 
rate of CoAD reduction, while the presence of lactam 2a actually accelerated the rate 
slightly.  While the reasons for this rate enhancement are not obvious, it is clear that these 
compounds do not function directly as CoADR inhibitors, and thus pathway 2 (Scheme 
3.6) may also be ruled out. 
Figure 3.3.  Rate of CoAD reduction by CoADR in the presence of N­alkylthio b­lactams 2a  and 2g. 
A simple set of experiments was also performed to evaluate whether the CoADR was 
indeed as selective as previously reported. 21a  To measure this, the rate of reduction of 
methyl, ethyl, and sec­butyl disulfides (31a­c) were measured spectrophotometrically 
(Figure 3.4).  It was found that the small disulfides did not function as an effective 
substrate for CoADR. 
24:    CoASSCoA 
31a:  MeSSMe 
31b:  EtSSEt 
31c:  s­BuSS­s­Bu 
Figure 3.4  Rate of reduction of small disulfides 31a­c, as compared to CoAD (24), by CoADR.
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Although these studies strongly indicate that CoADR is not the target of the N­alkylthio 
b­lactams, the capping of the active cysteine through formation of an unreactive disulfide 
remained an intriguing possibility.  Further, the experiments described do not completely 
prove that a small disulfide “cap” on the active­site cysteine is easily clipped.  If mixed 
CoA disulfides interact with CoADR in such a way that the alkyl thiol is preferentially 
eliminated in the first step, then the cysteine­CoA disulfide bond is selectively formed 
over the cysteine­alkyl disulfide bond.  This postulate is supported by the report of 
delCardayre et al, who noted that in the reaction of CoA­glutathione mixed disulfide with 
CoADR, the CoA selectively formed the disulfide bond with the enzyme, while free 
glutathione was released. 21a 
To explore this possibility, the rate of catalysis of CoADR in the presence of only MMTS 
(29a) was measured.  Compound 29a was found to be a viable substrate for CoADR, 
having a Vmax of 2.3 mM/min, and a Km of 172 mM.  Since MMTS functions to directly 
cap the cysteine thiol (Scheme 3.8), the fact that the Vmax of MMTS is nearly identical to 
that of CoA disulfide (Table 3.2) indicates that there is no difference in the rate of 
cleavage between a cysteine­CoA disulfide and a cysteine­methyl disulfide. 
Scheme 3.8.  MMTS capping and reductive regeneration of the active­site cysteine in CoADR 
CoADR­Cys­SH 
CH 3 SSO 2 Me 
(MMTS, 29a) 
CoADR­Cys­SSMe 
NADPH 
3.3  Conclusion 
The results of these kinetic studies strongly indicate that the thiol­redox buffer system is 
not affected by N­alkylthio b­lactams, either directly or indirectly through the asymmetric 
CoA disulfides.  Further, it was demonstrated that, even if an alkylthio group is 
covalently attached to the active site cysteine of CoADR, a fast NADPH reduction of the 
disulfide bond regenerates the active enzyme. 
Two key points should be made in evaluating these results.  First, although this study has 
ruled out CoADR as the target enzyme, the two mechanistic pathways suggested for 
b­lactam inhibition of this enzyme are applicable to any enzyme which utilizes a thiol in 
its active site. 
Second, it should be noted that, although small alkylthio moieties have been shown not to 
be effective, it may yet be possible to develop thiols which can couple to CoADR and 
which, in their oxidized form, effectively block the regeneration of active CoADR 
enzyme via NADPH reduction.  This could occur either through electronic effects, as in 
the case of a very strongly electron­donating substituent, or by geometric effects, by 
effectively “tethering” the disulfide away from the reducing flavin.
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3.4  Experimental 
CoADR was provided by Al Claiborne (Wake Forest University).  Coenzyme A 
(hexahydrate, trilithium salt), coenzyme A disulfide, and methyl methanethiolsulfonate 
(MMTS) are commercially available and were obtained from Sigma­Aldrich Co. 
Dichloromethane was distilled prior to use, and methanol was degassed by bubbling an 
inert gas through it prior to use in the disulfide forming reactions. 
sec­Butyl methanethiolsulfonate (29c).  To a mixture of sodium methanethiolsulfonate 
(88 mg, 0.86 mmol, 3.2 eq.) and sec­butyl disulfide (50 ml, 0.27 mmol, 1 eq.) in dry 
CH2Cl2 (0.5 ml) was added  I2 (137 mg, 0.54 mmol, 2 eq.)  The mixture was allowed to 
stir at rt under an inert atmosphere.  After 10 hr, TLC indicated no disulfide remaining. 
The reaction mixture was diluted to 25 mL with CH2Cl2, then aq. Na2S2O3 (1M) was 
added, with stirring, until the reddish color disappeared (this required about 10 minutes 
and 10­20 mL of thiosulfate).  The CH2Cl2  layer was separated, washed with water (2x20 
mL), dried over MgSO4, then conc. en vacuo to give 63 mg (70%) of a pale yellow oil. 
1 H NMR (CDCl3, 250 MHz): d 3.50­3.42 (m, 1H); 3.27 (s, 3H); 1.75­1.64 (m, 2H); 1.43 
(d, J=7.0 Hz, 3H); 0.98 (t, J=7.4 Hz, 3H).  13 C NMR (62.5 MHz, CDCl3): d 51.4, 49.9, 
29.9, 21.8, 11.2. 
Ethyl methanethiolsulfonate (29b).  Prepared according to the procedure described for 
26c, except reaction time = 16 hr.  Obtained 45 mg (60%) as a pale yellow oil.  1 H NMR 
(250 MHz, CDCl3): d. 3.267 (s, 3H); 3.14 (q, J=7.6 Hz, 2H); 1.39 (t, J=7.4 Hz, 3H).  13 C 
NMR (62.5 MHz, CDCl3): d 50.8, 30.9, 15.0. 
Methyl­CoA disulfide (28a).  To a solution of coenzyme A (5 mg of the trilithium salt, 
6.37 mmol) in methanol (300 ml) was added a methyl methanethiolsulfonate (106 ml of a 
10 mg/ml methanolic solution, 1.1 mg, 6.4 mmol, 1 eq.).  The resulting solution was 
stirred at rt under N2 for 30 min.  The solvent was evaporated under a stream of nitrogen, 
and the residual solid was taken up in water (1 ml), analyzed by HPLC, and lyophilized. 
Isolated compound 25a (1.6 mg, 30%) as a flocculent white solid.  1 H NMR:  (400 MHz, 
d6­DMSO): d 8.36 (s, 1H); 8.16 (d, J=5.4 Hz, 1H); 8.12 (s, 1H); 7.69 (t, J=6.0 Hz, 1H); 
7.23 (broad s, 2H); 5.87 (d, J=6.4 Hz, 2H); 4.64 (t, J=5.2 Hz, 1H); 4.21 (broad s, 1H); 
3.94 (broad s, 2H); 3.78 (m, 4H); 2.74 (t, J=7.0 Hz, 2H); 2.38 (s, 2H); 2.37 (s, 3H); 2.56­ 
2.23 (m, 2H); 0.92 (s, 3H); 0.63 (s, 3H).  MS (MALDI):  m/z 814.550 (M + , all sites 
protonated). 
Ethyl­CoA disulfide (28b).  Prepared as described for 28a.  Isolated 4.0 mg (80%) as a 
flocculent white solid.  1 H NMR (400 MHz, d6­DMSO): d 8.35 (s, 1H); 8.15 (t, J=5.6 
Hz, 1H); 8.11 (s, 1H); 7.69 (t, J=5.8 Hz, 1H);  7.22 (broad s, 2H); 5.87 (d, J=6.4 Hz, 1H); 
4.77 (broad s, 1H); 4.62 (t, J=5.6 Hz, 1H); 4.19 (broad s, 1H); 3.93 (broad s, 2H); 3.77 
(broad s, 4H); 2.72­2.64 (m, 4H); 2.35 (s, 2H); 2.23 (t, J=7.2 Hz, 2H); 1.20 (t, J=7.2 Hz, 
3H); 0.92 (s, 3H); 0.62 (s, 3H). MS (MALDI):  m/z 828.619 (M + , all sites protonated).
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sec­Butyl­CoA disulfide (28c).  Prepared as described for 28a. Isolated 4.9 mg (95%) as 
a flocculent white solid.  1 H NMR (400 MHz, d6­DMSO): d 8.36 (s, 1H); 8.14 (t, J=5.6 
Hz, 1H); 8.12 (s, 1H); 7.68 (t, J=5.8 Hz, 1H); 7.23 (broad s, 2H); 5.87 (d, J=6.4 Hz, 1H); 
4.79 (broad s, 1H); 4.64 (t, J=5.4 Hz, 1H); 4.21 (broad s, 1H); 3.95 (broad s, 2H); 3.78 
(broad s, 4H); 2.90­2.74 (m, 1H);  2.69 (t, J=7.0 Hz, 2H); 2.37 (s, 2H); 2.29­2.23 (m, 
2H); 1.60­1.53 (m, 1H); 1.48­1.40 (m, 1H); 1.19 (d, J=6.8 Hz, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.88 (t, 
J=7.4 Hz, 3H); 0.63 (s, 3H).  MS (MALDI):  m/z 856.592 (M + , all sites protonated). 
Kinetic assays:  Spectrophotometric Assays were done using a Perkins­Elmer 
Spectrophotometer equipped with a 6­cuvette changer.  Measurements were made at 340 
nm and 25 o C.  Absorbances were measured every 5­10 s for 3 minutes versus a blank 
which consisted of the buffer solution.  Using Tris­HCl (50 mM, pH 7.80), stock 
solutions of CoADR (500 nM), NADPH (100 mM) CoAD (1.0 mM), and the mixed 
disulfides (1.0 mM) were prepared.  CoADR was kept cold during the experiments; all 
other solutions were allowed to warm to rt. 
Determination of kinetic data for mixed disulfides 28a­c and CoAD (24).  To each 1­ 
mL cuvette was added NADPH, CoADR, and buffer solution.  Addition of the disulfide 
initiated the kinetic run.  Amounts were added volumetrically from stock solutions 
(described above) such that the following final concentrations were reached:  Buffer:  50 
mM.  CoADR:  10 nM.  NADPH:  50 mM.  Disulfide concentrations were varied as 
follows: 
[24] = 20, 40, 80, 100 mM (Trial 1).  5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mM (Trial 2) 
[28a] = 5, 10, 20, 40, 60, 100, 150 mM 
[28b] = 2, 10, 20, 40, 60, 100, 150, 200 mM 
[28c] = 20, 40, 60, 100, 150 mM 
Kinetic parameters were determined by finding the best hyperbolic fit to the Michaelis­ 
Menton equation using Kaleidagraph® software, version 3.5.1. 29 
Determination of kinetic data for small disulfides.  Run as described above, except 
that the stock solutions of CoADR were diluted to 100 nM, to reduce minimize pipetting 
errors and improve reproducibility.  The following disulfide concentrations were used: 
[31a]:  25, 50, 75, 100 mM 
[31b]:  50, 75 ,100 mM 
[31c]:  13, 25, 38, 50, 63, 75, 100 mM
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Measurement of inhibition effects for b­lactams.  To each 1 mL cuvette was added 
NADPH, CoAD, and lactam 2a or 2g to produce the following final concentrations: 
Buffer:  50 mM.  NADPH:  50 mM.   CoAD:   (20 mM).  CoADR:  20 nM. 
Concentrations of  N­alkylthio b­lactam were varied as follows: 
[2a]:  0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 70 mM 
[2g]:  0, 10, 15, 20, 25, 50, 70 mM 
Addition of the enzyme was done last, to mark the start of the run. 
Determination of kinetic data for MMTS (29a).  To each 1 mL cuvette was added 
NADPH, CoADR, and buffer solution.  Addition of the MMTS initiated the kinetic run. 
Amounts were added volumetrically from stock solutions (described above) such that the 
following final concentrations were reached:  Buffer:  50 mM.  CoADR:  10 nM. 
NADPH:  50 mM.  MMTS concentrations were varied as follows:  20, 40, 60, 200, 400, 
600, 1000, 2000, 3000 mM.
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CHAPTER 4 
THE ROLE OF b­KETOACYL­ACYL CARRIER PROTEIN SYNTHASE III 
(FABH) IN THE MODE OF ACTION OF N­ALKYLTHIO b­LACTAMS 
4.1  Introduction 
The discovery of N­alkylthio b­lactams in the Turos group 4,5 has opened a new pathway 
in the development of potent anti­infectives.  While the initial results have been exciting, 
further development of this valuable class of compounds requires that their mode of 
action be more fully understood. 
As described in chapter one of this work, Long 8 and Heldreth 7 were able to show that a 
disulfide­forming thiol transfer to intracellular thiols such as coenzyme A or glutathione 
was a key metabolic pathway for this class of compounds.  Further, it was demonstrated 
that these drugs are most effective in those strains of bacteria where coenzyme A is 
present in high concentrations relative to other cytosolic thiols, 8,10a and thus where mixed 
alkyl­CoA disulfides are produced within the cells (Scheme 4.1). 
Scheme 4.1.  Thiol transfer from b­lactam to CoA. 
Although the abundance of CoA in Staphylococcus and Bacillus stems from its role 
within the thiol­redox buffer of these strains, 20 research described in chapter three has 
established that the thiol­redox buffer is not directly affected by  reaction of the N­ 
alkylthio b­lactams with CoA.   Although CoA disulfide reductase was ruled out as an 
enzymatic target, the two key mechanistic postulates proposed for CoADR (Schemes 3.5, 
3.6) may also be generally applied to other CoA­dependent enzymes which utilize an 
active­site cysteine.  Thus, one of the following two mechanisms is likely: 
1.)  The alkyl­CoA mixed disulfide produced by reaction of CoA with the N­ 
alkylthio b­lactams acts as an inhibitor of a CoA­selective enzyme. 
2.)  The N­alkylthio b­lactams are actually the active molecules, and the thiol­ 
transfer reaction of CoA functions as a natural defense mechanism.
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If postulate (1) is correct, it stands to reason that a large number of enzymatic pathways 
may be affected, since CoA is reported to be involved with approximately four percent of 
all known enzymatic reactions. 30  Nonetheless, the elucidation of individual pathways is 
of critical importance to the further development of these valuable compounds. 
N­Alkylthio b­lactams and fatty acid synthesis 
Recent experiments conducted by Dr. Seyoung Jang of the Turos group demonstrated that 
treatment of S. aureus with lactam 8 greatly reduced uptake of radiolabeled acetate 
(Figure 4.1). 31  This reduction in uptake suggests that a key mechanistic pathway of the 
N­alkylthio b­lactams is the inhibition of fatty acid synthesis. 
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Figure 4.1.  Effect of N­alkylthio b­lactam 8 on fatty acid synthesis.  Measurement of uptake of 
radiolabeled acetate.  Incidence of Radiation (CPM) versus time for S. aureus treated with:  a.  Pen G 
(2mg/mL, 2xMIC), b. Compound 8 (20 mg/mL, 2xMIC), c.  Compound 8 (10 mg/mL, 1xMIC); d.  control in 
the presence of 3 H acetate. 
Bacterial fatty acid synthesis, often called Type II FAS, has been a target for antibiotics 
development for nearly a decade. 32­42  Unlike mammalian (Type I) FAS, which operates 
through a multienzyme complex, 43 bacterial FAS utilizes a series of discreet enzymes. 
This key difference opens opportunities for the development of inhibitors which are 
selective for Type II FAS. 32 
Type II FAS is depicted in Scheme 4.2. 32,43  The synthetic cycle represents a recurring 
sequence of condensation (two­carbon elongation), reduction, dehydration, and reduction. 
Throughout the fatty acid cycle, the acyl substrates are carried from enzyme to enzyme 
by the acyl carrier protein.  This small protein contains a pantethine/thiol arm identical to 
that of CoA (Figure 4.2).    Within this cycle, only two enzymes, malonyl/acetyl­CoA­ 
ACP transacylase (MAT) and b­ketoacyl­ACP synthase III (FabH) utilize a CoA 
derivative.
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Scheme 4.2.  Type II Fatty Acid Synthesis (FAS) 
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Figure 4.2.  Acyl Carrier Protein
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Of the two possible enzymes, FabH  seemed the logical first choice for exploration:  first 
because of its role as the initial condensing enzyme in the FAS cascade, and secondly 
because FabH has already been purified from several species and its mode of action 
extensively studied. 32,38,44­47 
The FabH active site contains a single cysteine residue located within a lipophilic pocket. 
Following binding of acetyl CoA, acetyl transfer from CoA to the active­site cysteine 
produces an S­acetyl cysteine and free CoA.   Malonyl ACP then binds to the enzyme and 
undergoes a condensation reaction with the S­acetyl cysteine, with concurrent loss of 
CO2.  Elimination of the cysteine produces b­ketobutanoyl­ACP, which is carried into the 
rest of the fatty acid cycle (Scheme 4.3). 
Based on this mechanism, it is easy to visualize the inhibition of FabH by a CoA mixed 
disulfide.  It was hypothesized that this inhibition involves not only a noncovalent 
inhibition by occupation of the binding pocket, but also a potentially irreversible 
inhibition via transfer of the alkylthio moiety to the active site cysteine of the FabH 
enzyme (Scheme 4.4). 
Scheme 4.3.  Mechanism of FabH 
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Scheme 4.4.  Proposed Inhibition of FabH by CoA mixed disulfides (CoASSR). 
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In order to explore these possibilities, it was proposed that a set of CoA mixed disulfides 
be tested for inhibitory activity against FabH.  And, since it was possible that the N­ 
alkylthio b­lactams might interact directly with this enzyme (pathway 2, p.28), 
compounds 2a and 2g were also tested against FabH. 
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4.2  Results and Discussion 
The mixed CoA disulfides (28a­f) were prepared in good yields and high purity by 
treatment of free CoA (30) with stoichiometric amounts of the corresponding alkyl 
methanethiolsulfonates, 27 as described in chapter three of this dissertation. 
In order to obtain FabH, we contacted Professor Kevin Reynolds (Portland State 
University), who reported the purification of FabH from S. aureus. 38  Serendipitously, 
Professor Reynolds had been developing FabH inhibitors for M. tuberculosis, 46­47 and had 
recently conducted the exact experiments we proposed, with the exceptions that 
compound 28c had not been tested, and that no testing had been done on the FabH from 
S. aureus.    The Reynolds group therefore prepared and tested 28c against FabH isolated 
from E. coli and M. tuberculosis.  Results from these tests are shown in Table 4.1. 
Results from the S. aureus FabH are not yet available.
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Table 4.1.  IC50(mM) for Alkyl­CoA disulfides 28a­f  against FabH derived from E. coli (ecFabH) and M. 
tuberculosis (mtFabH) 
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28a  methyl  57.07 ± 4.48  >300 
28c  s­butyl  >300  >300 
28d  n­butyl  >300  >300 
28e  n­octyl  >300  23.2 ± 4.6 
28f  n­decyl  >300  2.6 ± 1.6 
The IC50 (concentration of inhibitor at which 50% inhibition of ecFabH is achieved) was determined by 
duplicate assays with a minimum of six concentrations of inhibitor. The IC50 values were calculated with 
Grafit 4.012 (Middlesex, United Kingdom). 
This data indicates that CoA disulfides can, in fact, inhibit FabH.  However, it also 
suggests that the optimal size of the alkylthio piece for FabH inhibition is dependent on 
the strain of bacteria from which it comes.  The FabH from E. coli is most susceptible to 
a small alkylthio fragment, while the M. tuberculosis FabH is more effectively inhibited 
by a long­chain variant.  Based on the propensity of S. aureus to produce branched­chain 
fatty acids, 44  it is postulated that the branched alkyl chains may be optimal for inhibiting 
S. aureus FabH.  This postulate is consistent with the observation that N­sec­butylthio b­ 
lactams such as 2g are the most potent N­alkylthio analogs against both MSSA and 
MRSA. 5c 
N 
O 
MeO 
SR 
Cl 
2a:  R = Me 
2g:  R = s­Bu 
Reynolds also reported that the X­ray crystal structure of E. coli FabH which had been 
pretreated with 28a shows a methylthio group covalently bound to the active site cysteine 
( 112 Cys). 48
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These results provide convincing evidence that the mechanism of action proposed in 
Scheme 4.4 is correct, and suggests that this may be the key pathway through which the 
N­alkylthio b­lactams inhibit bacterial growth. 
The CoA disulfides (28a­c) were then tested for antibacterial activity against S. aureus. 
The alkyl methanethiolsulfonates (MTSs) (29a­c) used to produce the disulfides were 
also tested for anti­Staphylococcus activity.  These tests (Table 4.2) show that, in every 
case, the alkyl­CoA mixed disulfides were not active against S. aureus, but the 
corresponding MTSs were. 
The efficacy of the MTSs supports the hypothesis that the intracellular production of 
mixed CoA disulfides is the source of biological activity.  The apparent inactivity of the 
CoA mixed disulfides against bacteria does not detract from this hypothesis, since CoA 
analogs have been reported to have difficulty crossing the cell membrane. 49  These 
findings further suggest that the role of the N­alkylthio b­lactams may be to function as 
prodrugs to produce CoA mixed disulfides within the cytoplasm of susceptible bacteria. 
Table 4.2.  Zones of growth inhibition (mm) for CoA­alkyl disulfides 28a­c and alkyl 
methanethiolsulfonates 29a­c against a methicillin­susceptible strain of Staphylococcus aureus (S. aureus 
ATCC 25923) and 10 strains of methicillin­resistant S. aureus (MRSA):  Zones given represent partial 
growth inhibition. 
Compound  S. aureus  MRSA  Compound  S. aureus  MRSA 
28a  0  0  29a  22  23 
28b  0  0  29b  19  20 
28c  0  0  29c  23  23 
In each case, 20 µg of the test compound in CH2Cl2 was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm (triplicate experiments) for 
the zone of growth inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C. S. aureus (ATCC 25923) and 
methicillin­resistant S. aureus (labeled MRSA USF652­659 and USF919­920) were obtained from 
Lakeland Regional Medical Center, Lakeland, FL.  Errors values are within ± 1 mm. 
In order to further explore the role of pathway (2), N­alkylthio b­lactams 2a and 2g were 
also tested against FabH.  Surprisingly, both compounds exhibited inhibitory activity 
against purified E. coli FabH and M. tuberculosis FabH.  Interestingly, the effect was 
much more pronounced for the FabH from E. coli (Table 4.3).  It was also observed that 
the  N­methylthio b­lactam was much more active than the sec­butylthio analog in both 
enzymes studied. 
Table 4.3.  Percent inhibition of  FabH derived from E. coli (ecFabH) and M. tuberculosis (mtFabH) by N­ 
alkylthio b­lactams 2a and 2g. a 
Compound  ecFabH b  mtFabH c 
2a  89  75 
2g  30  4 
a.  Measured as the percent decrease in activity of FabH in the presence of test compounds, as compared to 
the same enzyme in the absence of test compounds.  b.  Measured using 1 mM of test compound.  c. 
Measured using 10 mM of test compound.
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After measuring the inhibition of FabH by 2a and 2g, the Reynolds group found that the 
activity of FabH was not regenerated by dialysis.  However, activity of the FabH could be 
fully restored by treatment with dithiothreitol (DTT).  This suggests that formation of the 
cysteine­alkyl disulfide is irreversible under buffered aqueous conditions, but that 
addition of a thiol, such as CoA or DTT, can reverse the effect through a thiol­disulfide 
exchange. 
Despite this positive evidence, preliminary microbiological studies conducted by the 
Reynolds group have suggested that the FabH pathway may not be the primary pathway 
through which N­alkylthio b­lactams inhibit bacterial growth.  Among their findings: 
·  No significant formation of CoA mixed disulfides has been observed in cell 
extracts of  Streptomyces. coelicolor which have been treated with b­lactam. 
·  The inhibitory effects of the b­lactams on FabH is greatly diminished when S. 
coelicolor extracts are used instead of merely buffer. 
While these findings are noteworthy, it should be pointed out that S. coelicolor is 
reported to have mycothiol levels which are five times higher than the CoA levels. 10a 
If the thiol­transfer hypothesis is correct, this high thiol level will greatly reduce the 
efficacy of the N­alkyltho b­lactams against S. coelicolor, and thus these results may not 
correlate with what will ultimately be observed in Bacillus or Staphylococcus. 
4.3  Conclusion 
The activity of CoA mixed disulfides against purified FabH provides strong evidence that 
the N­alkylthio b­lactams function as prodrugs to produce mixed CoA disulfides within 
certain prokaryotic cells, and that these mixed disulfides inhibit the fatty acid cycle 
through inhibition of FabH.  This mechanism is unique in that it involves a thiol­disulfide 
exchange from the mixed CoA disulfide to the active­site cysteine (Scheme 4.4).  The 
capping may be considered to be semi­irreversible:  because of the covalent nature of the 
cap, it cannot simply dissociate like a non­covalent inhibitor, but the cap can be removed 
and activity renewed through a thiol­disulfide exchange with an appropriate thiol.  The 
mechanism proposed is supported by X­ray crystallographic studies. 
Understanding the ability of alkyl­CoA mixed disulfides to covalently deactivate 
bacterial fatty acid synthesis represents a major advance in the quest for novel 
antibacterials.  However, due to the demonstrated inability of CoA mixed disulfides to 
traverse the cell membrane, these CoA disulfides are not directly useful as therapeutics. 
This research shows that prodrugs such as the N­alkylthio b­lactams can be used to 
produce the CoA mixed disulfides within the bacterial target. 
Preliminary work done in the Reynolds laboratories have suggested that inhibition of 
FabH may not be the primary process by which the N­alkylthio b­lactams operate.
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However, if other mechanistic pathways exist, it is very possible that different CoA­ 
dependent enzymes may also be inhibited.   If this is the case, the profound new mode of 
action discovered in this study may be the first of many related strategies for the 
development of novel anti­infectives. 
4.4  Experimental 
Measurement of 3 H acetate uptake.  The following experiments were carried out by Dr. 
Seyoung Jang.   A culture of S. aureus (strain RN4220 in 1% Luria Broth) was used as 
1% inoculum into fresh medium (20 mL) and cells were grown at 37 o C until the A600 
reached 0.11 (1.3 x 10 7 cfu/mL).   To a sample of culture was then added sufficient drug 
in DMSO such that the final concentration of DMSO in each sample was 2% by volume, 
and each sample contained one of the following:  a.)  Penicillin G, (2 ug/mL, 2xMIC); b.) 
Lactam 8 (10 mg/mL, 1xMIC); c.) Lactam 8 (20 mg/mL, 2xMIC); d.)  no drug added. 
Each tube was incubated 5 min. at 37 o C, then 2 μl of 3 H­acetate (10mCi/uL in ethanol 
solution, sodium salt) were added to each tube (4 μCi/mL radioactivity per tube).  At 
intervals of 15, 30, 45, and 60 min, 0.8 mL aliquots were taken from each tube, 
homogenized, and diluted with chloroform (1 mL) and methanol (2 mL).   An additional 
1 mL of chloroform was added, and the solution mixed.  The organic solution was then 
washed with distilled water (1 mL), then 2M aq. KCl (3 x 1 mL), then 0.1 M aq. sodium 
acetate (3 x 1mL).  The radioactivity in the organic phase was then analyzed by 
scintillation counting. 
Enzyme  expression  and  purification.  The  ecFabH  and  sgFabD  protein  was 
overexpressed  in E. coli with N­terminal polyhistidine tag and subsequently purified by 
metal chelation chromatography as described previously. 38,50 
FabH  enzyme  assay.  FabH  assays  were  carried  out  using  a  standard  coupled 
trichloroacetic  acid  precipitation  assay  which  determines  the  rate  of  formation  of 
radiolabeled  3­ketoacyl  ACP  from  malonyl  ACP  and  radiolabeled  acetyl  CoA.  In  this 
coupled  assay  Streptomyces  glauscescens  FabD  is  used  to  generate  the  malonyl  ACP 
substrate  from  malonyl  CoA  and  Streptomyces  glauscescens  ACP. 51  For  inhibition 
studies, the test compounds were incubated with ecFabH for 15 min at room temperature 
(23  o C)  prior  to  addition  to  a  solution  of  [1­ 14 C]acetyl­CoA  and  MACP.  The  IC50 
(concentration  of  inhibitor  at  which  50%  inhibition  of  ecFabH  is  achieved)  was 
determined by duplicate assays with a minimum of  six  concentrations of  inhibitor. The 
IC50 values were calculated with Grafit 4.012 (Middlesex, United Kingdom).
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CHAPTER 5 
ARYL­ALKYL DISULFIDES AS FABH INHIBITORS:  SYNTHESIS AND 
ANTIBACTERIAL ACTIVITY 
5.1  Introduction 
For the past decade, there has been considerable interest in the development of FabH 
inhibitors. 32,33,36­38  The key role of this enzyme in Type II fatty acid synthesis, as well as 
the differences between bacterial and mammalian FAS, make FabH a desirable target for 
the inhibition of bacterial growth. 32,33  In light of this, the semi­irreversible inhibition of 
FabH by CoA/alkyl mixed disulfides opens a new strategy for the blocking of this 
important enzyme. 
Unfortunately, as described in chapter four of this work, CoA disulfides themselves do 
not inhibit bacterial growth, likely because the multicharged CoA structure cannot easily 
pass through the cell membrane. 49  However, it was postulated that smaller, non­ionic 
disulfides might be able to function as CoA disulfide mimics:  they could block the FabH 
active site via thiol transfer in the same manner as the CoA mixed disulfides, but their 
smaller size and greater lipophilicity make it easier for them to enter the cell, and thus to 
possess potent antibacterial activity.  To evaluate this hypothesis, a set of simple 
disulfides was prepared, and their activity against several bacteria was tested. 
The design of CoA mixed­disulfide mimics is aided by previous research into FabH 
inhibitors.    GlaxoSmithKline 36 reported that compound 32 was an effective FabH 
inhibitor.   Jones et al (Johns Hopkins University) reported that 33 showed good activity 
against M. tuberculosis, presumably through inhibition of FabH. 37  Kevin Reynolds 
(Portland State) reported compound 34 inhibits E. coli FabH. 48 
Cl 
O 
N 
CO 2 H 
(CH 2 ) 4 CO 2 H 
Cl 
S 
O 
NH 2 
O O 
S 
S 
OH 
33 
34 
32 
Figure 5.1.  Compounds reported to show antibacterial activity (33) or inhibit FabH (32, 34)
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The crystal structure of S. aureus FabH, reported by researchers at GlaxoSmithKline, 44 
indicates that the active site is located within a fairly deep, lipophilic “pocket” into which 
acyl­CoA or acyl­ACP are able to stretch their lipophilic arm.  Based on these findings, 
we postulated that somewhat lipophilic disulfides would be best suited to access the 
pocket.  Further, we proposed that polar interactions might be unnecessary for binding to 
this site. 
However, the most convincing argument for design of the disulfide mimics came from 
the publication of the co­crystal structure of compound 32 in the active site pocket of E. 
coli FabH. 36  This co­crystal structure shows that in the binding mode of 32, the 2,6­ 
dichlorophenyl moiety reaches into the active site, such that the 4­position of the phenyl 
ring is proximal to the active site cysteine.  Based on this, it was postulated that a 
molecule such as 35 (Figure 5.2) might be able to effectively transfer its thiol to the 
active site cysteine of FabH. 
O 
N 
CO 2 H 
R 
S 
S 
R 
35 
Figure 5.2.  Proposed CoA­disulfide mimic. 
However, the structure of 35 may be more complex than necessary.  The effectiveness of 
benchmark compound 32 stems from its residence time in FabH.  That is, its rate of 
binding to FabH is very fast, while its rate of dissociation is relatively slow.  In the case 
of a CoA mixed disulfide mimic, however, such long residence times may not be needed. 
Rather, it is critical that the disulfides be small enough to fit easily into the active­site 
pocket to transfer the thiol to the cysteine. 
To test this hypothesis, a set of very simple aryl­alkyl disulfides (Scheme 5.1, Figure 5.3) 
was prepared by semicombinatorial methods and analyzed for activity against S. aureus 
and B. anthracis. 
5.2  Results and Discussion 
In order to quickly synthesize a large number of aryl alkyl disulfides for screening, it was 
desirable to develop a preparation that was simple, easy to perform repeatedly, and which 
required minimal purification of the product disulfides.  After testing a variety of 
conditions, it was found that this could be accomplished by combining a methanolic 
solution of thiol (100 mL of 1.0 M) with a slight excess of the alkyl methanethiolsulfonate
40 
(MTS) (105 mL of 1.0 M methanolic solution).  After stirring under an inert atmosphere 
for 1 hr, the solutions were treated with a small amount (about 0.3 eq.) of cysteine 
hydrochloride, in order to consume the excess MTS.  The solution was then concentrated 
in vacuo, taken up in dichloromethane (1 mL), filtered to remove any cysteine products, 
treated with Amberlyst­21 resin (weakly basic), then flushed through a small silica plug 
to remove impurities.  In most instances, this yielded products >90% pure by 1 H NMR. 
Following this general procedure (Scheme 5.1), disulfides were prepared by combining 
an array of thiols with various thiolating agents (Figure 5.3).  Yields for the initial set of 
reactions are shown in Table 5.1. 
Scheme 5.1.  Synthesis of aryl­alkyl disulfides 
ArSH + RSSO 2 Me  ArSSR + MeSO 2 H 
MeOH 
36­45  29a:  R=Me 
29b:  R=Et 
29c:  R=i­Pr 
29d:  R=s­Bu 
29e:  R=n­Pr 
29f:  R=n­Bu 
36­45 
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Figure 5.3.  Starting thiols (ArSH, Scheme 5.1) for aryl­alkyl disulfides 36­45. 
Table 5.1.  Yields from the semi­combinatorial synthesis of aryl­alkyl disulfides. 
36  37  38  39  40  41  42  43  44  45 
a  50  ­­ a  53  28  0  76  82  0  44  35 
b  42  59  66  ­­ a  ­­  48  ­­  ­­  ­­  25 
c  53  80  19  ­­  ­­  70  ­­  ­­  ­­  10 
d  65      100  38  ­­  ­­  63  ­­  ­­  ­­  15 
e  54  37  48  ­­  ­­  81  ­­  ­­  ­­  ­­ 
f  43  76  79  ­­  ­­  63  ­­  ­­  ­­  ­­ 
a  “­­“ indicates a reaction was not run.
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Antibacterial assays of disulfides 36­45 were performed on methicillin­susceptible 
Staphylococcus aureus (MSSA; ATCC 25923) by Kirby­Bauer well diffusion on agar 
plates according to NCCLS guidelines. 19  The zones of growth inhibition produced by the 
compounds against this microbe after 24 h of incubation at 37 o C are presented in Table 
5.2.  These results show that while the more lipophilic disulfides (36­38) were inactive, 
the p­nitrophenyl disulfides (41a­f) showed extraordinary activity.  Within the 2­ 
pyridinyl disulfide series (45), the methyl (45a) and ethyl (45b) disulfides showed some 
activity. 
Table 5.2.  Zones of growth inhibition (mm) of S. aureus (ATCC 25923) for aryl­alkyl disulfides. 
36  37  38  39  41  42  43  45 
a  (11) a  ­­  (10)  (9)  30(35)  0  (14)  16(23) 
b  (9)  (9)  0  ­­  47(54)  ­­  ­­  (21) 
c  (9)  (11)  (9)  ­­  68(85)  ­­  ­­  0 
d  (9)  (10)  0  ­­  47(68)  ­­  ­­  0 
e  0  0  0  ­­  36(43)  ­­  ­­  ­­ 
f  (10)  (9)  0  ­­  41(53)  ­­  ­­  ­­ 
In each case, 20 µg of the test compound in DMSO was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm (duplicate experiments) for 
the zone of growth inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C. Errors values are within ± 1 mm. 
a.  numbers in parentheses represent areas of partial inhibition. 
Based on the profound efficacy of disulfide set 41a­f, it seemed worthwhile to focus 
attention on the preparation of compounds which (a) contained the nitro group in other 
positions on the aryl ring, or (b) contained aryl substituents which mimicked the electron­ 
withdrawing and/or hydrogen bond accepting nature of the para­nitrophenyl compounds. 
To this end, the meta­nitrophenyl disulfides (46a­f) and ortho­nitrophenyl disulfides 
(47a­f) were prepared by the general procedure described above.  Attempts were also 
made to synthesize the p­carboxylate disulfide 48a, but to date this compound has not 
been isolated.  Additionally, disulfide 49a was prepared by the acetylation of 42a 
(Scheme 5.2).  The Kirby­Bauer data for these compounds are shown in Table 5.3. 
Scheme 5.2.  Synthesis of second­round disulfides 
SH 
R o 
R m 
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46:  R m =NO 2 ; R o,p = H 
47:  R o =NO 2 ; R m,p = H 
48:  R p =COOH; R o,m =H 
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29a:  R=Et 
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Table 5.3.  Zones of growth inhibition (mm) of S. aureus (ATCC 25923) for aryl­alkyl disulfides. 
46  47  49 
a  27(36)  34(37)  (20) 
b  (45)  29(40)  ­­ 
c  55(85)  17(31)  ­­ 
d  25(45)  15(24)  ­­ 
In each case, 20 µg of the test compound in DMSO was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm (duplicate experiments) for 
the zone of growth inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C. Errors values are within ± 1 mm. 
a.  numbers in parentheses represent areas of partial inhibition. 
For compounds which showed activity in the Kirby­Bauer assays, the minimum 
inhibitory concentrations (MIC) against methicillin­susceptible S. aureus (MSSA) were 
also determined, as shown in Table 5.4.  The compounds were further tested by Kirby­ 
Bauer assay against methicillin­resistant S. aureus (MRSA).  These results are shown in 
Table 5.5. 
Table 5.4.  Minimum inhibitory concentration (MIC) a (mg/mL) of active compounds against S. aureus 
(ATCC 25923). 
41  44  45  46  47 
a  16  64  64  16  64 
b  32  ­­  32  48  16 
c  0.4  ­­  ­­  0.4  6 
d  0.8  ­­  ­­  2  16 
e  24  ­­  ­­  ­­  ­­ 
f  32  ­­  ­­  ­­  ­­ 
a.  This indicates the lowest concentration of drug (in mg/mL) where bacterial growth is visibly inhibited. 
Values were determined by serial dilution in a 24­well plates according to NCCLS protocols. 19 
Table 5.5.  Average zones of growth inhibition (mm) of MRSA  (USF­652­659, 919­920) for aryl­alkyl 
disulfides. 
41  46  47 
a  23  15  26 
b  38  12  ­­ a 
c  75 b  38  20 
d  54  22  ­­ 
e  38  ­­  ­­ 
f  28  ­­  ­­ 
In each case, 20 µg of the test compound in DMSO was applied to 6 mm cellulose disks prior to 
inoculation and incubation. The value corresponds to average diameter in mm observed after 24h of 
incubation at 37 ○ C (duplicate experiments) for 10 strains of methicillin­resistant S. aureus (MRSA, labeled 
USF652­659 and USF919­920.  a.  “­­“  not run.  b. This value represents the average from USF659, 
USF919.  Currently being retested on other strains  c.  This value represents the average from USF 652­654, 
659.  Currently being retested on other strains. 
Compounds in the nitrophenyl disulfide series are, by far, the most potent antibacterial 
agents prepared to date in our laboratory (especially the meta and para series).  The zones
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of inhibition of the isopropyl and sec­butyl compounds are substantially larger than the 
zones of the best N­alkylthio b­lactams developed previously in the Turos laboratories. 
Further, the zones of inhibition are considerably larger than many commercial antibiotics, 
including penicillin G and Ciprofloxacin (Table 5.6). 
Table 5.6.  Relative efficacy of penicillin G, Vancomycin, N­alkylthio b­lactam 2g, N­alkylthio­2­ 
oxazolidinone 13, and disulfides 41c­d against MSSA (ATCC 25923) and MRSA (ATCC 43300). 
Compound  PenG. c  Vanc.  2g c  13  41c  41d 
Zone (MSSA) a  33  27  32 c  29  47  67 
Zone (MRSA)  14  22  34  28  70  54 
MIC (MSSA) b  0.03  0.78 d  0.25  4  0.8  0.4 
MIC (MRSA)  64  0.39 d  0.25  8  ­­  ­­ 
Measured against MSSA (ATCC 25923) and MRSA (ATCC 43300) unless indicated otherwise.  a. Zone of 
inhibition (mm) as measured by Kirby­Bauer disk diffusion assay.  b.  Minimum inhibitory concentration 
(mg/mL).  c. Data taken from ref. 6.  d. Data for vancomycin against MSSA (ATCC 25923) and MRSA 67, 
as reported by ref. 52. 
Analysis of the Kirby­Bauer and MIC data for the nitrophenyl disulfides shows that for 
both the para and meta substituted series, the isopropyl and sec­butyl disulfides perform 
the best against both MRSA and MSSA.  With the ortho series, the methyl disulfide 
exhibits the greatest activity. 
It is not clear what causes this remarkable potency in the nitrophenyl disulfides. 
However, several postulates can be made:  (1)  The nitro group serves to enhance water 
solubility of the disulfides, allowing the molecules to move more freely into the cytosol. 
(2)  The more lipophilic molecules (lacking the nitro moiety) are not able to stay in 
aqueous solution, or may remain sequestered in the cell membrane, thus reducing their 
availability to FabH.  (3)  The electron­withdrawing nitro groups make the disulfides 
more susceptible to attack by the cysteine thiolate.  (4)  The nitro substituent may be 
essential for the molecule to bind to the enzyme active site.  In order to evaluate these 
possibilities, co­crystalization studies and in vitro studies with FabH are underway in the 
Reynolds laboratory.  Additionally, several geometrically and electronically similar 
compounds, such as the sulfonates, phosphates, and esters (50­57, Figure 5.4) are being 
explored. 
Figure 5.4.  Current targets:  alkyl nitrophenyl disulfide analogs 
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Activity against Bacillus 
The activity of these disulfide compounds against Bacillus anthracis was also evaluated. 
Results of Kirby­Bauer and MIC studies are shown in Table 5.7 and Table 5.8, 
respectively. 
Table 5.7.  Zones of growth inhibition (mm) of B. anthracis (USF 848) for aryl­alkyl disulfides. 
41  45  46  47  49 
a  47(54) a  ­­  43  31  (23) 
b  56(67)  (27)  32(40)  35  ­­ 
c  71  (16)  30(54)  16(27)  ­­ 
d  56(62)  (17)  27(41)  23  ­­ 
e  49(57)  ­­  ­­  ­­  ­­ 
f  44(52)  ­­  ­­  ­­  ­­ 
In each case, 20 µg of the test compound in DMSO was added to wells prior to incubation. The values 
presented correspond to the average zone diameter in mm (duplicate experiments) for the zone of growth 
inhibitions observed after 24h of incubation at 37 ○ C.  Errors values are within ± 1 mm.  a.  Numbers in 
parentheses represent areas of partial growth inhibition. 
Table 5.8.  Minimum inhibitory concentration (MIC) values (mg/mL) of active compounds against B. 
anthracis (USF 848). 
41  46  47  49 
a  0.25  2  4  8 
b  0.25  0.38  0.63  ­­ 
c  <0.125  <0.125  0.63  ­­ 
d  <0.125  <0.125  0.75  ­­ 
e  1  ­­  ­­  ­­ 
f  1  ­­  ­­  ­­ 
The values presented are the lowest concentration of drug (in mg/mL) where bacterial growth is visibly 
inhibited.  Values were determined by serial dilution in a 24­well plates according to NCCLS protocols. 10 
The activity of these compounds against B. anthracis mimics that observed against S. 
aureus:  the para and meta compounds outperform the ortho isomers, and the isopropyl 
and sec­butyl disulfides exhibit the greatest activity.  The potency observed for these 
compounds is remarkable.  The MIC values observed for 41c, 41d, 44c, and 46d are 
comparable to the reported value for Ciprofloxacin (0.094 for 50% growth inhibition). 53 
Activity against E. coli 
None of the N­alkylthio b­lactams or N­alkylthio­2­oxazolidinones produced in the Turos 
group have ever shown any activity against E. coli.  This has been postulated to be a 
result of the high glutathione levels relative to CoA in this species, so that the easily­ 
reduced glutathione disulfides are formed in favor of CoA disulfides.  However, since 36­ 
49 were designed to act directly on FabH without interacting with CoA or glutathione, it 
was proposed that these compounds might exhibit activity against E.  coli.
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Indeed, these compounds, particularly the p­nitrobenzene series (41a­f), do exhibit 
activity against E. coli (K12 strain, ATCC 23590).  This data is summarized in Table 5.9. 
The meta and ortho­nitrobenzene disulfides were also tested against E. coli, but showed 
less activity than the para isomers:  compounds 46a and 47a showed a zone of inhibition 
of 10 mm and 9 mm, respectively.  Compounds with alkyl groups larger than methyl 
showed no activity. 
Table 5.9.  Kirby­Bauer zones of inhibition (mm) and minimum inhibitory concentration values (mg/mL) 
(MICs) for compounds 41a­f against E. coli (K12; ATCC 23590). 
Zone of Inhibition (mm)  MIC (mg/mL) 
41a  17(24)  16 
41b  15(23)  16 
41c  (11)  96 
41d  (10)  128 
41e  16(21)  64 
41f  15(22)  96 
Kirby­Bauer tests were run as described above, except using E. coli, K12 strain.  Numbers in parentheses 
represent zones of partial inhibition. 
It is interesting to note that the trends in activity observed for the nitrophenyl disulfides 
exactly parallel previous observations on the relative size of the active site in each of the 
strains studied.  The active site of the E. coli FabH has been reported to react 
preferentially to acetyl CoA over larger or branched acyl CoA analogs. 35b  By contrast, 
the FabH from both Staphylococcus 38a and Bacillus 42  have been reported to have larger 
active­site pockets, which favor reactions with branched acyl­CoA species such as 
isobutyryl­CoA. 38a 
These trends are followed precisely in the bioactivities of the disulfide series, providing 
strong indirect evidence that these compounds do, in fact, inhibit FabH.  This data is 
summarized in Table 5.10. 
Table 5.10.  Minimum inhibitory concentration (MIC) values (mg/mL) of the p­nitrophenyl disulfide series 
(41a­f) against S. aureus, B. anthracis, and E. coli. 
S. aureus  B. anthracis  E. coli 
Compound  (ATCC 25923)  (USF 848)  (ATCC 23590) 
41a  16  0.25  16 
41b  32  0.25  16 
41c  0.4  <0.125  96 
41d  0.8  <0.125                       128 
41e  24  1  64 
41f  32  1  96 
MIC indicates the lowest concentration of drug (in mg/mL) where bacterial growth is visibly inhibited.
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The fact that the aryl­alkyl disulfides are less active against E. coli than against S. aureus 
or B. anthracis may be due to differences in the thiol­redox buffers 29 (see chapter three). 
Staphylococcus and Bacillus utilize a coenzyme­A based thiol­redox buffer, while E. coli 
uses a glutathione buffer.  Coenzyme A disulfide reductase (CoADR) has been reported 
to be much more selective than glutathione disulfide reductase (GDR). 20a  Thus, the 
active disulfides may be more easily reduced in E. coli.  If so, this suggests that the aryl­ 
alkyl disulfides will be less cytotoxic to eukaryotic cells, which also utilize a glutathione 
buffer. 
Inhibition of purified FabH 
Inhibition experiments on E. coli FabH verify that disulfides 41a­f are extremely active 
against this enzyme.  Each compound in this series showed >90% inhibition of E. coli 
FabH at a disulfide concentration of 5 mM (Table 5.11). 
Table 5.11.  Percent inhibition a of FabH derived from E. coli by disulfides 41a­f. 
Compound  ecFabH(%) 
41a  94 
41b  98 
41c  98.5 
41d  96 
41e  91 
41f  93 
Measured as the percent decrease in activity of FabH in the presence of 5 mM of test compounds, as 
compared to the same enzyme in the absence of test compounds. 
5.3  Conclusion 
The design of FabH inhibitors using the model of the CoA disulfides has been stunningly 
successful.  From a relatively small set of very simple disulfides, several compounds with 
nanomolar activities against S. aureus and B. anthracis have been produced.  In 
particular, the m­ and p­nitrophenyl alkyl disulfides compounds exhibit potency which is 
comparable to that of several drugs currently on the market. 
Preliminary biological results suggest that these compounds may be “tuned” for optimal 
efficacy against a particular strain:  For E. coli, the methyl disulfides are optimal.  For 
Staphylococcus and Bacillus, the isopropyl­ and s­butyl disulfides appear to be best. 
Based on the results reported in chapter four, it is suspected that longer­chain disulfides 
may be optimal against M. tuberculosis. 
In light of the pressing need for new antibacterial compounds, particularly those effective 
against MRSA and B. anthracis, 1,2  these simple disulfide compounds may provide the 
basis for the development of useful anti­infectives.
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However, the SAR developed thus far raises several key questions.  What is the role of 
the nitro substituent?   Will other polar, electron­withdrawing groups display similar 
activity?  Does the nitro group aid in binding to the FabH active site?  Is it essential that 
an aromatic ring be present?  Is it essential that the disulfide moiety be directly attached 
to the aromatic ring, or will benzyl or phenethyl disulfides function just as effectively? 
These important questions need to be answered.  However, the results thus far suggest 
this may be merely the beginning, the shallow surf of an ocean of possibilities. 
5.4  Experimental 
General chemical methods.  Reagents were purchased from Sigma­Aldrich Chemical 
Company or Acros Chemical Company.  Methanethiolsulfonates 29e and 29f were 
purchased from Toronto Research Chemicals.  Reagents were used without further 
purification. Solvents were obtained from Fischer Scientific Company. Thin­layer 
chromatography (TLC) was carried out using EM Reagent plates with fluorescence 
indicator (SiO2­60, F­254). Products were purified by flash chromatography using J.T. 
Baker flash chromatography silica gel (40 μm). NMR spectra were recorded in CDCl3 
unless otherwise noted. 13 C NMR spectra were proton broad­band decoupled.  Methylene 
chloride and THF were distilled prior to use.  Prior to the preparation of disulfides, 
methanol was purged of oxygen by bubbling nitrogen an inert gas through it for several 
minutes. 
m­Nitrobenzenethiol (46). 54  To a solution of m­nitrobenzene disulfide (300 mg, 0.97 
mmol) in anhydrous THF (2 mL) was added solid NaBH4 (140 mg, 3.4 mmol) in small 
portions.  The resulting mixture was stirred at rt under an inert atmosphere.  After 2 hr, 
the reaction mixture was cooled in an ice bath, then about 5 mL of icewater was added to 
the mixture.  The resulting mixture was acidified with HCl (1 M), then extracted with 
CH2Cl2 (10 mL).  The organic layer was then washed with water (10 mL), then brine (10 
mL),  dried over MgSO4, and concentrated in vacuo to give 46 (248 mg, 83%) as a pale 
yellow oil.  1 H NMR (CDCl3, 400 MHz): d 8.10 (d, J=2.0 Hz, 1H); 7.97 (dd, J=8.0, 2.0 
Hz, 1H); 7.54 (d, J=8.0 Hz, 1H); 7.38 (t, J=8.0 Hz, 1H); 3.68 (s, 1H);  13 C NMR (CDCl3, 
100 MHz): d 134.9, 130.0=, 123.9, 120.7. 
o­Nitrobenzenethiol (47).  Prepared exactly as described for 46, except that the reaction 
was allowed to run for 3 h, and the products required chromatography (silica with 
hexanes:dichloromethane as eluent) to give 47 (160 mg, 61%) as a pale yellow flocculent 
solid.  Mp:  44­45 o C.  1 H NMR (CDCl3, 400 MHz): d 8.24 (d, J=8.0 Hz, 1H); 7.42 (d, 
J=4.0 Hz, 1H); 7.29­7.24 (m, 1H); 4.00 (s, 1H).  13 C NMR (CDCl3, 100 MHz): d 133.9, 
132.2, 126.5, 126.0. 
Synthesis of aryl­alkyl disulfides:  general procedure.  To a 1.0 M solution of aryl 
thiol in MeOH (100 ml) was added a solution of alkyl methanethiolsulfonate (29a­f) in 
MeOH (105 ml of a 1.0 M solution, 1.05 eq.)  After stirring at rt under an inert 
atmosphere for 1 h, the solutions were treated with a small amount (about 0.3 eq.) of 
cysteine hydrochloride in order to consume the excess MTS.  The mixture was then
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concentrated under reduced pressure.  The solid was taken up in DCM (1 mL), and the 
insoluble material was filtered off.  The solution was stirred with Amberlyst­21 resin 
(weakly basic), (approx. 0.2 eq, preswelled in CH2Cl2) for 3 min.  The solution was 
drawn off of the resin, quickly passed through a small silica plug using dichloromethane, 
and concentrated in vacuo to give the desired product. 
3,4­Difluorophenyl methyl disulfide (36a). Isolated 9.6 mg (50%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.37­7.29 (m, 1H); 7.18­7.00 (m, 2H); 2.34 (s, 3H). 
3,4­Difluorophenyl ethyl disulfide (36b).  Isolated 8.5 mg (42%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.37­7.29 (m, 1H); 7.18­7.00 (m, 2H); 2.69 (q, J=7.4 Hz, 
2H); 1.24 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
3,4­Difluorophenyl isopropyl disulfide (36c).  Isolated 11.5 mg (53%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.37­7.29 (m, 1H); 7.18­712 (m, 1H); 7.08­6.96 (m, 1H); 
2.99 (septet, J=6.8 Hz, 1H); 1.22 (d, J=6.8 Hz, 6H). 
sec­Butyl 3,4­difluorophenyl disulfide (36d).  Isolated 15 mg (65%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3) d 7.37­7.29 (m, 1H); 7.19­7.12 (m, 1H); 7.07­6.97 (m, 1H); 
2.80­2.38 (m, 1H); d1.68­1.54 (m, 1H); 1.54­1.39 (m, 1H); 1.20 (d, J=6.8 Hz, 3H); 0.88 
(t, J=7.4 Hz, 3H). 
3,4­Difluorophenyl n­propyl disulfide (36e).  Isolated 11.8 mg (54%) as a colorless oil. 
1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.40­7.35 (m, 1H); 7.21­7.19 (m, 1H); 7.09 (q, J=8.8 Hz, 
1H); 2.69 (t, J=7.0 Hz, 2H); 1.66 (tt, J=7.2, 7.0 Hz, 2H); 0.95 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
n­Butyl 3,4­difluorophenyl disulfide (36f).  Isolated 4.9 mg (43%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.40­7.35 (m, 1H); 7.21­7.19 (m, 1H); 7.09 (q, J=8.8 Hz, 
1H); 2.71, (t, J=6.8 Hz, 2H); 1.61 (t, J=7.2, 7.2 Hz, 2H); 1.37 (tq, J=7.4, 7.2 Hz, 2H); 
0.87 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
o­Chlorophenyl ethyl disulfide (37b).  Isolated 12.0 mg (59%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.73 (dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H); 7.28­7.19 (m, 2H); 7.07 (dt, 
J=1.6, 7.6 Hz, 1H); 2.68 (q, J=7.3 Hz, 2H); 1.25 (t, J=7.3 Hz, 3H). 
o­Chlorophenyl isopropyl disulfide (37c).  Isolated 17.3 mg (80%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.84 (dd, J=8.0, 1.6 Hz, 1H); 7.37­7.28 (m, 2H); 7.16 (dt, 
J=1.6, 7.6 Hz, 1H); 3.10 (septet, J=6.8 Hz, 1H); 1.35 (d, J=6.8 Hz, 6H). 
s­Butyl o­chlorophenyl disulfide (37d). Isolated 29.6 mg (100%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.74 (dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H); 7.26­7.17 (m, 2H); 7.05 (dt, 
J=1.6, 7.6 Hz, 1H); 2.81­2.69 (m, 1H); 1.72­1.57 (m, 1H); 1.56­1.42 (m, 1H); 1.22 (d, 
J=6.8 Hz, 3H); 0.90 (t, J=7.4 Hz, 3H).
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o­Chlorophenyl n­propyl disulfide (37e).  Isolated 8 mg (37%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.79 (dd, J=8.0, 1.2 Hz, 1H); 7.32­7.14 (m, 2H); 7.0 (t, 
J=7.0 Hz, 1H); 2.69 (t, J=7.4 Hz, 2H); 1.67 (tq, J=7.4, 7.2 Hz, 2H); 0.967 (t, J=7.2 Hz, 
3H). 
n­Butyl o­chlorophenyl disulfide (37f).  Isolated 17.5 mg (76%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.78 (d, J=8.0 Hz, 1H); 7.32­7.24 (m, 2H); 7.12 (t, J=7.8 Hz, 
1H); 2.71 (t, J=7.2 Hz, 2H); 1.66­1.61 (m, 2H); 1.46­1.42 (m, 2H); 0.90 (t, J=7.8 Hz, 3H). 
3,4­Dimethylphenyl methyl disulfide (38a). Isolated 9.7 mg (53%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.22 (d, J=8.4 Hz, 1H); 7.18 (s, 1H); 7.02 (d, J=7.7 Hz, 
1H);.37 (s, 3H); 2.19 (s, 3H); 2.18 (s, 3H). 
3,4­Dimethylphenyl ethyl disulfide (38b).  Isolated 13.0 mg (66%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.24­7.17 (m, 2H); 7.0 (d, J=7.5 Hz, 1H); 2.67 (q, J=6.9 
Hz, 2H); 2.184 (s, 3H); 2.166 (s, 3H); 1.24 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
3,4­Dimethylphenyl isopropyl disulfide (38c).  Isolated 4.0 mg (19%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3):  7.23­7.19 (m, 2H); 7.00 (d, J=7.8 Hz, 1H); 2.99 (septet, 
J=6.8 Hz, 1H); 2.18 (s, 3H); 2.16 (s, 3H); 1.23 (d, J=6. Hz, 6H). 
sec­Butyl 3,4­dimethylphenyl disulfide (38d). Isolated 8.5 mg (38%) as a colorless oil. 
1 H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.23­7.15 (m, 2H); 7.00 (d, J=7.6 Hz, 1H); 2.79­2.68 (m, 
1H); 2.18 (s, 3H); 2.16 (s, 3H); 1.70­1.56 (m, 1H); 1.53­1.36 (m, 1H); 1.21 (d, J=6.8 Hz, 
3H); 0.87 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
3,4­Dimethylphenyl n­propyl disulfide (38e).  Isolated 10.0 mg (48%) as a colorless oil. 
1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.28­7.24 (m, 2H); 7.06 (d,  J=7.2Hz, 1H); 2.67 (t, J=7.0 
Hz, 2H); 2.24 (s, 3H); 2.22 (s, 3H); 1.72 (tq, J=7.0, 7.4 Hz, 2H); 0.95 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
n­Butyl 3,4­dimethylphenyl disulfide (38f).  Isolated 17.8 mg (79%) as a colorless oil. 
1 H NMR shows about 20% of material is unreacted 29f.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 
7.28­7.24 (m, 2H); 7.06 (d, J=7.2 Hz, 1H); 2.71 (t, J=7.4 Hz, 2H); 2.24 (s, 3H); 2.22 (s, 
3H); 1.62 (m, 2H); 1.37 (m, 2H); 0.87 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
m­Ethoxyphenyl methyl disulfide (39a).  Isolated 5.6 mg (28%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.21 (t, J=8.0 Hz, 1H); 7.09­7.05 (m, 2H); 6.74 (dd, J=8.0, 
1.2 Hz, 1H); 4.04 (q, J=7.1 Hz, 2H); 2.43 (s, 3H); 1.41 (t, J=7.4 Hz, 3H). 
p­Nitrophenyl methyl disulfide (41a).  Isolated 15.3 mg (76%) as a yellow oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.17 (d, J=8.8 Hz, 2H); 7.63 (d, J=8.8 Hz, 2H); 2.46 (s, 3H). 
Resynthesis using 10x scale yielded 184 mg (92%) as a slightly oily, bright yellow solid. 
Mp:  29­32 o C.  13 C NMR (100 MHz, CDCl3): d 126.6, 126.0, 124.7, 124.4, 22.9.
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Ethyl p­nitrophenyl disulfide (41b).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.14 (d, J=8.8 Hz, 
2H); 7.64 (d, J=8.8 Hz, 2H); 2.77 (q, J=7.0 Hz, 2H); 1.31 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
Isopropyl p­nitrophenyl disulfide (41c).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.14 (d, J=8.8 
Hz, 2H); 7.64 (d, J=8.8 Hz, 2H); 3.10 (septuplet, J= 6.5 Hz, 1H); 1.30 (d, J=6.8 Hz, 6H). 
sec­Butyl p­nitrophenyl disulfide (41d).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.14 (d, J=8.8 
Hz, 2H); 7.64 (d, J=8.8 Hz, 2H); 2.88­2.83 (m, 1H); 1.73­1.64 (m, 1H); 1.57­1.50 (m, 
1H); 1.27 (d, J=6.8 Hz, 3H); 0.97 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
p­Nitrophenyl n­propyl disulfide (41e).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.14 (d, J=8.8 
Hz, 2H); 7.63 (d, J=8.8 Hz, 2H); 2.73 (t, J=7.2 Hz, 2H); 1.68 (tq, J=7.2, 7.6 Hz, 2H); 0.98 
(t, J=7.6 Hz, 3H). 
n­Butyl p­nitrophenyl disulfide (41f).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.15 (d, J=8.0 
Hz, 2H); d 7.64 (d, J=8.8 Hz, 2H); d 2.95 (t, J=7.4 Hz, 2H); d 1.65­1.61 (m, 2H); d 1.42­ 
1.37 (m, 2H); d 0.88 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
p­Aminophenyl methyl disulfide (42a).  To a solution of p­aminobenzenethiol (125 mg, 
1 mmol) in methanol (1 ml) was added MMTS (94 ml, 1 mmol) in a single portion.  The 
reaction was stirred at RT under N2.  After 2 hr, the solution was loaded onto an SCX 
column and eluted with methanol, followed by 1M ammonia in methanol.   The basic 
eluents were concentrated in vacuo to a yellow oil.  Chromatography (1:1 
hexanes:CH2Cl2 with 1% isopropylamine) yielded 42a (140 mg, 82%) as a pale yellow 
oil.  1H NMR (250 MHz, CDCl3): d 7.28 (d, J=8.6 Hz, 2H); 6.54 (d, J=8.6 Hz, 2H); 3.60 
(broad s, 2H); 2.34 (s, 3H).  Treatment with HCl/ether gave 5 mg of the HCl salt. 
Biological testing was performed on the acid salt.  1 H NMR (400 MHz, d6­DMSO): d 
7.46 (broad s, 2H); 7.05 (broad s, 2H); 2.47 (s, 3H); 2.43 (s, 3H). 
o­(Hydroxymethyl)phenyl methyl disulfide (44a).  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 
7.73 (d, J=8.8 Hz, 1H); 7.44 (dd, J=6.6, 2.2 Hz, 1H); 7.32­7.24 (m, 2H); 4.83 (d, J=5.2 
Hz, 2H); 2.42 (s, 3H); 2.02 (broad t, J=6.0 Hz, 1H). 
Methyl 2­pyridinyl disulfide (45a).  indicates about 10% of material is unreacted 29a. 
1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.46 (d, J=4.4 Hz, 1H); 7.68­7.61 (m, 2H); 7.07 (t, J=6.6 
Hz, 1H); 2.49 (s, 3H). 
Ethyl 2­pyridinyl disulfide (45b)  After the general procedure, NMR indicated the 
presence of unreacted methanthiolsulfonate, so the compound was further purified by 
silica chromatography (5% ethyl acetate in hexanes as eluent) to give pure 45b (2.3 mg, 
13 %) as a colorless liquid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.43 (d, J=4.4 Hz, 1H); 7.71 
(d, J=8.0 Hz, 1H); 7.61 (t, J=7.0 Hz, 1H); 7.05 (dd, J=5.2, 7.2 Hz, 1H); 2.79 (q, J=7.3 Hz, 
2H); 1.31 (t, J=7.3 Hz, 3H).
51 
Isopropyl 2­pyridinyl disulfide (45c).  After the general procedure, NMR indicated the 
presence of unreacted methanthiolsulfonate, so the compound was further purified by 
silica chromatography (5% ethyl acetate in hexanes as eluent) to give pure 45c (5.6 mg, 
30 %) as a colorless liquid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3):  8.42 (d, J=3.6 Hz, 1H); 7.73 
(d, J=8.0 Hz, 1H); 7.60 (dt, J=7.8, 1.8 Hz, 1H); 7.03 (dd, J=4.8, 6.8 Hz, 1H); 3.11 (septet, 
J=6.8 Hz, 1H); 1.30 (d, J=6.8 Hz, 6H). 
s­Butyl 2­pyridinyl disulfide (45d).  After the general procedure, NMR indicated the 
presence of unreacted methanthiolsulfonate, so the compound was further purified by 
silica chromatography (5% ethyl acetate in hexanes as eluent) to give pure 45d (3.9 mg, 
20%) as a colorless liquid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.43 (d, J=4.4 Hz, 1H); 7.75 
(d, J=7.8 Hz, 1H); 7.62 (t, J=7.6 Hz, 1H); 7.05 (t, J=5.8 Hz, 1H); 2.91­2.86 (m, 1H); 
1.77­1.69 (m, 1H); 1.60­1.49 (m, 1H); 1.30 (d, J=6.8 Hz, 3H); 0.98 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
Methylm­nitrophenyl disulfide (46a).  Isolated 7.6 mg (38%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.39 (s, 1H); 8.04 (d, J=6.4Hz, 1H); 7.79 (d, J=8.0 Hz, 1H); 
7.49 (t, J=8.0 Hz, 1H); 2.47 (s, 3H). 
Ethyl m­nitrophenyl disulfide (46b).  Isolated 7.7 mg (36%) as a colorless oil  . 1 H NMR 
(400 MHz, CDCl3): d 8.41 (s, 1H); 8.02 (d, J=7.2 Hz, 1H); 7.80 (d, J=7.2 Hz, 1H); 7.47 
(t, J=7.2 Hz, 1H); 2.78 (q, J=7.3 Hz, 2H); 1.32 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
Isopropyl m­nitrophenyl disulfide (46c).  Isolated 17.0 mg (75%) as a colorless oil.  1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.41 (s, 1H); 8.01 (d, J=8.0 Hz, 1H); 7.80 (d, J=7.2 Hz, 1H); 
7.46 (t, J=7.2 Hz, 1H); 3.09 (septet, J=6.8 Hz, 1H); 1.30 (d, J=6.8 Hz, 6H). 
s­Butylm­nitrophenyl disulfide (46d).  Isolated 12.6 mg (52%) as a colorless oil. 1 H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.42 (s, 1H) 8.00 (d, J=8.0 Hz, 1H); 7.80 (d, J=8.0 Hz, 1H); 
7.45 (t, J=8.0 Hz, 1H); 2.88­2.83 (m, 1H); 1.73­1.68 (m, 1H); 1.57­1.50 (m, 1H); 1.28 (d, 
J=7.2 Hz, 3H); 0.97 (t, J=7.2 Hz, 3H). 
Methyl o­nitrophenyl methyl disulfide (47a).  Isolated 13.9 mg (69%) as an oily yellow 
solid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.27­8.23 (m, 2H); 7.69 (t, J=7.4 Hz, 1H); 7.35 (d, 
J=7.2 Hz, 1H); 2.41 (s, 3H). 
Ethyl o­nitrophenyl ethyl disulfide (47b).  Isolated 13.2 mg (62%) as an oily yellow 
solid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 8.28 (d, J=8.0 Hz, 1H); 8.24 (d, J=8.0 Hz, 1H); 
7.66 (t, J=7.4 Hz, 1H); 7.33 (t, J=7.6 Hz, 1H); 2.74 (q, J=7.3 Hz, 2H); 1.31 (t, J=7.2 Hz, 
3H). 
Isopropyl o­nitrophenyl disulfide (47c).  Chromatographed on silica with 3% 
dichloromethane in hexanes as eluent.  Isolated 13.7 mg (60%) as a yellow oil.  1 H NMR 
(400 MHz, CDCl3): d 8.28 (d, J=8.8 Hz, 1H); 8.23 (d, J=8.8 Hz, 1H); 7.64 (t, J=7.9 Hz, 
1H); 7.31 (t, J=7.6 Hz, 1H); 3.05 (s, J= 6.8 Hz, 1H); 1.31 (d, J=6.8 Hz, 6H).
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s­Butyl o­nitrophenyl disulfide (47d).  Chromatographed on silica with 3% 
dichloromethane in hexanes as eluent.  Isolated 12.9 mg (54%) as a yellow oil.  1 H NMR 
(400 MHz, CDCl3): d 8.29 (d, J=8.0 Hz, 1H); 8.22 (d, J=8.8 Hz, 1H); 7.64 (t, J=7.8 Hz, 
1H); 7.31 (t, J=8.0 Hz, 1H); 2.86­2.79 (m, 1H); 1.75­1.60 (m, 1H); 1.58­1.50 (m, 1H); 
1.28 (d, J=7.2 Hz, 3H); 0.98 (t, J=7.8 Hz, 3H). 
p­Acetamidophenyl methyl disulfide (49a).  To a solution of 42a (50 mg, 0.3 mmol) in 
dry CH2Cl2 (3 ml) was added triethylamine (127 mL, 0.9 mmol, 3 eq.), followed by acetyl 
chloride (32 mL, 0.45 mmol).  The reaction was stirred at RT for 1 hr., then was diluted 
with dichloromethane, washed with water, then 5% aq. HCl, then 5% aq. NaHCO3. 
Dried over MgSO4, then concentrated in vacuo to give a yellow oil which solidified on 
standing.  Chromotography (1:1 petroleum ether:ethyl acetate) gave 18 mg (29%) as a 
light brown solid.  1 H NMR (400 MHz, CDCl3): d 7.47 (s, 4H); 2.41 (s, 3H); 2.16 (s, 3H). 
General biological methods.  Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and MRSA (ATCC 
43300 and 33591) were purchased from ATCC sources. Eight additional strains of 
MRSA were obtained from Lakeland Regional Medical Center (Lakeland, FL). Bacillus 
bacteria (USF 848) from Sterne spore vaccine was purchased from Colorado Serum Co., 
Denver. CO. 
Culture preparation.  From a freezer stock in tryptic soy broth (Difco Laboratories, 
Detroit, MI) and 20 % glycerol, a culture of each microorganism was transferred with a 
sterile Dacron swab to Trypticase® Soy Agar (TSA) plates (Becton­Dickinson 
Laboratories, Cockeysville, MD), streaked for isolation, and incubated at 37 ○ C for 24 h. 
A 10 8 standardized cell count suspension was then made in sterile phosphate­buffered 
saline (pH 7.2) and swabbed across fresh TSA plates. 
Antimicrobial testing:  Kirby­Bauer method.  Sterile saline (5 mL) was inoculated 
with a swab of bacteria, then the concentration was adjusted to 0.5 McFarland standard. 
Bacterial solution was then streaked across a TSA plate to agive an even lawn of bacteria. 
1­30 mL sterile pipet tips were used to drill 6 mm wells into the agar plate, then 20 mL of 
1 mg/mL drug in DMSO was added to the well.  Plates were inoculated overnight at 
37 o C. 
Agar dilution minimal inhibitory concentration (MIC) assay.  The antimicrobial and 
nanoparticle emulsion concentrations analyzed were determined by the standard NCCLS 
protocol M7­A2, 19  and these concentrations were pipeted into a pre­determined well of a 
24 well plate. Muller Hinton agar was added to each well in liquid form to produce total 
well  volumes  of  1.5mL.  The  contents  of  each  well  were  thoroughly  stirred  to  evenly 
distribute  the  antimicrobial  solution within  the  agar. Once  the  agar  solidified,  10μL of 
sterile  saline containing 0.5 McFarland Standard of  the desired bacteria was pipeted on 
top  of  each  agar  and  the  plates  were  then  incubated  for  24  hours  at  37 o C.  Bacterial 
growth was assessed by visual observation of growth.
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CHAPTER 6 
GENERAL CONCLUSIONS AND FUTURE DIRECTIONS 
6.1  General Conclusions 
Over the past several years, substantial progress has been made toward understanding the 
antibacterial mode of action of the N­alkylthio b­lactams.  As described in chapter one, 
experiments conducted by Long 8 and Heldreth 7 demonstrated that the metabolism of 
these compounds proceeds through a thiol­transfer pathway to produce asymmetric CoA 
disulfides within the cell.   Further, it was demonstrated that the bacteria most susceptible 
(Staphylococcus and Bacillus) are those which utilize CoA in their thiol­redox buffers. 
The antibacterial activity of the N­alkylthio­2­oxazolidinones, described in chapter two, 
demonstrated that the b­lactam ring system was not necessary for activity, and provided 
further evidence that the key antibacterial mechanism involved the transfer of the 
alkylthio moiety to coenzyme A. 
Although the high levels of coenzyme A required for the activity of these compounds 
arises from the role of CoA within the thiol­redox buffer, kinetics studies on the CoA 
disulfide reductase enzyme (CoADR), described in chapter three, provided strong 
evidence that the CoA thiol­redox buffer itself is not affected by the N­alkylthio b­ 
lactams. 
Chapter four described the finding that bacterial fatty acid synthesis is strongly inhibited 
by the N­alkylthio b­lactams.  An evaluation of type II fatty acid synthesis led to the 
hypothesis that the acyl­CoA dependent condensing enzyme FabH might be inhibited by 
alkyl­CoA mixed disulfides.  This hypothesis was verified by research done 
collaboratively with Kevin Reynolds at Portland State University.  The Reynolds group 
found that alkyl­CoA mixed disulfides are potent inhibitors of FabH in enzyme assays 
using buffer solution.  Further,  X­ray crystallography demonstrates conclusively that 
treatment of FabH with alkyl­CoA mixed disulfides results in the formation of a covalent 
cysteine­alkyl disulfide. 
Despite this evidence, Kirby­Bauer experiments show that alkyl­CoA mixed disulfides 
are inactive against bacteria, presumably due to their inability to cross the cell membrane. 
This finding highlights the utility of the N­alkylthio b­lactams and N­alkylthio­2­ 
oxazolidinones, which function as prodrugs to produce the alkyl­CoA mixed disulfides 
within the bacterial cell.
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Interestingly, it was also found that b­lactams are potent inhibitors of FabH in enzyme 
assays. 
The inability of the alkyl­CoA mixed disulfides to cross the cell­membrane prompted us 
to focus on the develop of small CoA disulfide mimics, which inhibit FabH in the manner 
of the alkyl­CoA mixed disulfides, but which are able to traverse the cell membrane. 
Through semi­combinatorial synthesis and rapid screening, it was shown that simple 
meta­ and para­nitrophenyl alkyl disulfides show tremendous activity against 
Staphylcoccus (both MSSA and MRSA) and Bacillus.  o­Nitrophenyl alkyl disulfides 
showed less activity.  Unlike the b­lactams, these disulfides also show some activity 
against E. coli. 
Although studies are ongoing, the Reynolds group has thus far been unable to isolate 
capped FabH from cell lysate, or to find any positive proof that FabH is really the 
primary pathway of bacterial growth inhibition. While these results are not conclusive, it 
has prompted us to ponder whether other enzymes/systems in Type II FAS are 
susceptible to inhibition through a similar thiol­transfer strategy. 
6.2.  Future directions:  disulfide capping of acyl carrier protein (ACP) and thiol­ 
exchange equilibria 
An interesting hypothesis, proposed by Reynolds, is that ACP may also be capped by 
thiolation to give a disulfide, and thus the entire FAS system deactivated without one 
particular enzymatic target being eliminated.   Because of the large amounts of other 
thiols present in the cytosol, a direct alkylthio transfer from N­alkylthio b­lactams to ACP 
seems less likely than an enzyme­catalyzed transfer.  Two models for this are proposed: 
1.)  Free CoA or free ACP enter the FabH channel, followed by a thiol/disulfide 
exchange (Pathway 1, Scheme 6.1).   If this takes place, how do the FabH­binding 
properties of free CoA and ACP compare to those of the acylated variants?  Given the 
ease with which the malonyl enters, it seems likely that a thiol/thiolate could also enter. 
2.)  Disulfide exchange with an acylated thiol  One question raised by this hypothesis is 
whether or not it is possible for a disulfide to undergo exchange with a thioester (Pathway 
2, Scheme 6.1).  This seems less likely, but should nonetheless be considered. 
Scheme 6.1.  Proposed routes for ACP­mixed disulfide formation 
ACP  +  FabHSSR  ACPSSR  +  FabH (1)
(2) 
S 
ACP 
O 
COO ­  +  FabHSSR 
S 
FabH 
O 
COO ­  +  ACPSSR
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Regardless of the mechanism, if either pathway (1) or (2) is valid, it makes it possible for 
a transfer to ACP via the FabH.  In this case, we may describe a set of equilibria 
involving lactams, FabH, CoA, and ACP: 
Scheme 6.2.  Proposed equilibria between CoA, alkyl­CoA mixed disulfides (CoASSR), disulfide­capped 
FabH (FabHSSR), disulfide capped ACP (ACPSSR), and other products within the fatty acid synthesis. 
CoASH  CoASSR  FabHSSR  ACPSSR 
CoADR 
lactam­SR 
disulfide­SR 
k ­1 
k 2 
k ­2 
k 3 
k ­3 
k dc 
k df  k da 
k lc 
k lf 
k lf 
other 
products 
within FAS 
Based on this paradigm, blockage of the fatty acid cycle is initiated by thiol transfer 
either to CoA, to FabH, or to ACP to make the corresponding disulfides.  Once one of 
these disulfides is formed, the disulfide “cap” can be transferred back and forth from 
CoA to FabH to ACP.   Transfer to ACP will provide the greatest blockage of the fatty 
acid cycle, since virtually all enzymatic function will then be inhibited.  Blockage of 
FabH is the next best option.  Since ACP binds so much more tightly to FabH than CoA, 
it is likely that k2>k3 (Scheme 6.2), and therefore that a good portion of the cap could be 
transferred to ACP through this mechanism. 
This paradigm is consistent with a bacteriostatic inhibition.  Eventually, the disulfide caps 
will reverse through transfer to CoA, and through enzymatic reduction of the CoASSR to 
the corresponding thiols.  Work in our lab has already shown that the rate for this 
cleavage is competitive with the cleavage of the native substrate, CoA disulfide. 
Through this paradigm, several other postulates may be made: 
1.)  The disulfides were designed in the hopes that they would specifically target FabH 
and circumvent the reaction with CoA, that is, kdf>kdc (Scheme 6.2).  The profound 
increase in efficacy with the disulfides, the correlation with FabH binding data reported 
for the acyl CoA series, and especially the ability of the disulfides to hit E. coli are all 
consistent with this view.
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2.)  The proposed equilibria might account for the lack of CoASSR observed in cell 
lysate. 
3.)  The proposed equilibria might account for the increased efficacy of the isopropyl and 
sec­butyl compounds from both the N­alkylthio b­lactam, N­alkylthio­2­oxazolidinone, 
and the aryl­alkyl disulfide series.   As described in chapter three, the sec­butyl­CoA 
mixed disulfide (28c) was cleaved by CoADR at about 20% of the rate of the smaller 
CoA disulfides (28a­b), and also of the native disulfide (24).  Apart from binding 
considerations, this suggests that the sec­butyl­CoA disulfides will metabolize more 
slowly than the smaller disulfidies. 
3.)  This equilibrium may also explain why FabH inhibition has not been proven to be a 
major pathway:  there may be some FabH inhibition, but the equilibrium can carry the 
inhibition to all other FAS enzymes via ACP. 
4.)  This model presents a strategy for drug optimization.  If it is correct, the most potent 
drugs we could design would favor addition directly to the FabH enzyme (kdf>kdc≈kda) 
(Scheme 6.2) by tight, noncovalent binding to FabH.  This will not only block FabH in 
the classic way, it will prevent the disulfide transfer back from ACP to FabH, and thus 
block the egress of the inhibiting disulfide cap.  Further, tighter noncovalent inhibition 
will enhance the relative concentration of the disulfide in the active site, allowing less 
labile disulfides to be used, and minimizing the amount of drug lost to thiol­disulfide 
exchange outside of the active site.  This strategy for drug optimization is presented in 
Figure 6.1. 
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Figure 6.1.  General structure for proposed optimal aryl­alkyl disulfide inhibitor.  Region A:  Contains 
moiety which provides optimal non­covalent binding to FabH.  Region B:  Substituents Z affect rate of 
disulfide cleavage.  Region C:  The R group on disulfide may be optimized for treatment of particular 
bacteria, as described in chapter five.
 
5.)  If the equilibria described in Scheme 6.2 is correct, then the aryl­alkyl disulfides hold 
much more promise for commercialization and long­term efficacy than do the N­alkylthio 
b­lactams or the N­alkylthio­2­oxazolidinones.  Since these drugs rely on high levels of 
CoA to be effective, increased expression of other thiols would lead to bacterial 
resistance, likely in a very short time frame.  On the other hand, the alkyl­CoA mixed
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disulfides circumvent the thiol redox buffer entirely, and directly hit a key metabolic 
cycle.  It may take longer for bacteria to develop resistance to these drugs. 
Future exploration of the mode of action of the N­alkylthio b­lactams and optimization of 
the aryl­alkyl disulfides should address this question of a complex fatty­acid equilibria. 
Attempts should be made to verify the extent to which FabH inhibition is taking place 
within S. aureus and Bacillus. Additionally, it is important to determine whether ACP­ 
mixed disulfide is produced within these bacteria.  Finally, the relative rates of thiol 
transfer between bioactive molecules needs to be explored. 
In light of critical nature of emerging drug resistance, the studies described herein may 
represent critical advances in the battle against infectious disease.  It is therefore very 
important to continue the development of these compounds, and to more fully evaluate 
their mode of action, and their potential as a new generation of commercial anti­ 
infectives.
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59 
Figure 7.1  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 12. 
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Figure 7.2  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 13. 
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Figure 7.3  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 14. 
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Figure 7.4  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 15. 
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Figure 7.5  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 16. 
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Figure 7.6  1 H and 13 C NMR Spectra (400 MHz, CDCl3) of 17. 
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Figure 7.7  1 H and 13 C NMR Spectra (400 MHz, CD2Cl2) of 18. 
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Figure 7.8  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CD2Cl2) of 19. 
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Figure 7.9  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 20. 
N O 
O 
N 3 H 2 C 
SMe 
Ph
68 
Figure 7.10  1 H Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 21. 
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Figure 7.11  1 H Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 23. 
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Figure 7.12  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 29b. 
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Figure 7.13  1 H and 13 C NMR Spectra (250 MHz, CDCl3) of 29c. 
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Figure 7.14  1 H NMR Spectrum (400 MHz, d6­DMSO3) of 28a 
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Figure 7.15  MS (MALDI) (M + [all sites protonated]) of 28a. 
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Figure 7.16  1 H NMR Spectrum (400 MHz, d6­DMSO) of 28b 
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Figure 7.17  MS (MALDI) (M + [all sites protonated]) of 28b. 
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Figure 7.18  1 H NMR Spectrum (400 MHz, d6­DMSO) of 28c 
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Figure 7.19  MS (MALDI) (M + [all sites protonated]) of 28c. 
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Figure 7.20  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 36a.
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Figure 7.21  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 36b. 
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Figure 7.22  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 36c. 
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Figure 7.23  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 36d. 
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Figure 7.24  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 36e 
F 
F  S 
S
83 
Figure 7.25  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 36f. 
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Figure 7.26  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of Disulfide 37b. 
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Figure 7.27.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 37c. 
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Figure 7.28.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 37d. 
S 
S 
Cl
87 
Figure 7.29.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 37e. 
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Figure 7.30.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 37f. 
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Figure 7.31.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 38a. 
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Figure 7.32.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 38b. 
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Figure 7.33  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 38c. 
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Figure 7.34.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 38d. 
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Figure 7.35.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 38e. 
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Figure 7.36  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 38f. 
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Figure 7.37.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 39a. 
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Figure 7.38.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41a.
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Figure 7.39.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41b. 
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Figure 7.40.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41c. 
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Figure 7.41.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41d. 
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Figure 7.42.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41e. 
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Figure 7.43.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 41f. 
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Figure 7.44.  1 H NMR Spectrum (250 MHz, CDCl3) of 42a (freebase) and 
1 H NMR 
Spectrum (400 MHz, d6­DMSO) of the HCl salt. 
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Figure 7.45.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 44a. 
S 
S 
CH 3 
OH
104 
Figure 7.46.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 45a. 
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Figure 7.47  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 45b. 
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Figure 7.48.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 45c. 
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Figure 7.49.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 45d. 
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Figure 7.50.  1 H  and 13 C NMR Spectra (400 MHz, CDCl3) of 46. 
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Figure 7.51.  1 H  and 13 C NMR Spectra (400 MHz, CDCl3) of 47. 
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Figure 7.52.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 46a. 
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Figure 7.53.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 46b. 
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Figure 7.54.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 46c. 
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Figure 7.55.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 46d. 
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Figure 7.57.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 47a. 
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Figure 7.57.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 47b. 
S 
S 
NO 2
116 
Figure 7.58.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 47c. 
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Figure 7.59.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 47d. 
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Figure 7.60.  1 H NMR Spectrum (400 MHz, CDCl3) of 49a. 
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